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IZVLEČEK 
 
Streptococcus agalactiae (streptokok skupine B ali SGB) je najpogostejši povzročitelj 
invazivne neonatalne okužbe v razvitih državah. Za preprečevanje okužbe 
uporabljamo obporodno antibiotično profilakso, ki je v Sloveniji indicirana na podlagi 
prisotnosti dejavnikov tveganja. Za preučevanje sorodnosti med posameznimi izolati 
SGB in genetske strukture bakterijske populacije uporabljamo številne metode, med 
njimi metodo tipizacije na osnovi multilokusnih zaporedij (MLST), s katero izolate 
razvrstimo v sekvenčne tipe (ST), ki se združujejo v klonske komplekse (CC), in v 
zadnjem času pogosteje tudi metodo sekvenciranja celotnega genoma (WGS). 
Dodatno lahko uporabimo tudi metodo analize lokusa CRISPR. V razvitem svetu je 
zaskrbljujoč porast invazivnih neonatalnih okužb, povzročenih s hipervirulentnim 
sevom SGB serotipa III ST-17. Glavni virulentni dejavnik SGB je kapsularni 
polisaharid. Glede na izražanje različice polisaharida lahko SGB razdelimo v 10 
različnih serotipov. Za razvoj kolonizacije in invazivne okužbe so pomembni tudi 
drugi virulentni dejavniki, med njimi številni površinski proteini, kot so fimbrije, 
proteini iz družine ALP, peptidaza C5a, Lmb, Fbs, Srr in Bib. Za virulenco 
hipervirulentnega seva SGB ST-17 sta posebej pomembna proteina HvgA in Srr-2, ki 
omogočata meningealni tropizem. Problematika invazivne neonatalne okužbe s SGB 
je v Sloveniji slabo raziskana, prav tako poznavanje fenotipskih in genotipskih 
značilnosti izolatov. Z raziskavo smo želeli fenotipsko in genotipsko primerjati zbrane 
invazivne izolate in skupino kolonizacijskih izolatov SGB ter opredeliti značilnosti 
bakterijske populacije pred uvedbo univerzalnega presejanja v nosečnosti. 
V to retrospektivno kohortno raziskavo smo vključili izolate 101 otroka z invazivno 
okužbo (n = 114 izolatov) med leti 2001 in 2018. Kontrolno skupino so predstavljali 
kolonizacijski izolati 70 nosečnic (n = 71). Zbrali smo podatke o osnovnih kliničnih 
značilnostih otrok, odpornosti izolatov proti antibiotikom in kapsularnem serotipu. S 
pomočjo WGS smo izolatom določili ST in CC, prisotnost genov za virulentne 
dejavnike in opravili filogenetsko analizo. Kot dodatno metodo tipizacije smo 
uporabili metodo analize lokusa CRISPR. 
Med invazivnimi izolati jih je bilo 41,6 % povezanih z zgodnjo okužbo, 58,4 % pa s 
pozno okužbo. Vsi izolati so bili občutljivi za penicilin. Skupno smo zaznali 7 
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različnih serotipov (Ia, Ib, II-V in VIII), med katerimi je prevladoval serotip III (60 
%). Zaznali smo 28 različnih ST, ki so se razvrstili v 6 CC. Tako med invazivnimi kot 
kolonizacijskimi izolati je prevladoval hipervirulentni klon CC-17 (67,3 % ter 32,9 
%; p < 0,001). CC-17 je bil pogostejši med izolati pozne kot med izolati zgodnje 
okužbe (81,4 % ter 47,6 %; p < 0,001). Analiza lokusa CRISPR je razkrila, da izolati 
CC-17 vsebujejo najkrajše lokuse CRISPR z najnižjim številom presledkov. 
S to prvo genetsko opredelitvijo izolatov SGB v Sloveniji smo pokazali, da krožeči 
izolati SGB pripadajo omejenemu številu genetskih linij. Najpogostejši krožeči izolat 
in povzročitelj invazivne neonatalne okužbe je hipervirulentni klon CC-17, za 
katerega je značilna izrazita genetska homogenost. Rezultati raziskave predstavljajo 
osnovo za vse nadaljnje študije SGB v Sloveniji in so ključni za promocijo uvedbe 
univerzalnega ugotavljanja kolonizacije s SGB v nosečnosti pri nas. 
 
Ključne besede: streptokok skupine B, SGB, hipervirulentni CC-17, neonatalna 
okužba, molekularna epidemiologija, virulentni dejavniki, Slovenija. 
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ABSTRACT 
 
Group B streptococcus (GBS) is the leading cause of invasive neonatal disease in the 
developed world. Intrapartum antibiotic prophylaxis is currently the only modality for 
prevention of GBS disease. In Slovenia, prophylaxis is administered based on the 
presence of risk factors. Several genotypic methods are available for studying the 
relationships between isolates and the genetic structure of bacterial population. The 
two most widely used are multilocus sequence typing (MLST) and whole genome 
sequencing (WGS), which enable us to classify bacterial isolates into sequence types 
(ST), which cluster into clonal complexes (CC). Recently, CRISPR method has been 
studied as a possible tool for typing and subtyping. An increase in the incidence of 
neonatal disease caused by the hypervirulent GBS serotype III ST-17 has been 
described in recent years. Polysaccharide capsule is the main virulent factor of GBS. 
Based on the capsular antigen, GBS can be divided into ten distinct serotypes. 
However, a variety of other virulent factors have been implicated in the development 
of colonisation and invasive disease, such as pili, Alp family proteins, C5a peptidase, 
Lmb, Fbs, Srr and Bib. Virulent factors of the hypervirulent clone GBS ST-17 include 
HvgA and Srr-2, which confer meningeal tropism. The problem of GBS disease as 
well as phenotypic and genotypic characteristics of GBS isolates in Slovenia are not 
well studied. Our research aimed to phenotypically and genotypically compare 
invasive and colonising GBS isolates and determine a baseline GBS population 
characteristics before the implementation of universal screening. 
114 invasive GBS isolates and 71 colonising isolates were analysed for basic clinical 
characteristics, antimicrobial susceptibility and capsular serotype. WGS was 
performed to assign ST and CC, virulent factors and phylogeny. CRISPR was 
performed for typing. 
Among invasive isolates, 41.6 % and 58.4 % were responsible for early onset (EOD) 
and late onset (LOD) disease, respectively. All isolates were susceptible to penicillin. 
Overall, 7 serotypes were identified (Ia, Ib, II-V and VIII), serotype III being the most 
common (60 %). 28 STs were detected that were grouped into 6 CCs. CC-17 was 
predominant among both invasive and colonising isolates with 67.3 % and 32.9 %, 
respectively (p < 0.001), and was also significantly more common within LOD 
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isolates than EOD isolates (81.4 % vs. 47.6 %; p < 0.001). CRISPR analysis revealed 
that CC-17 isolates contained the shortest CRISPR loci with the fewest number of 
spacers. 
This first genetic characterisation of GBS isolates in Slovenia suggests that circulating 
GBS isolates belong to a limited number of genetic lineages. Overall, the most 
prevalent circulating isolate and the commonest cause of neonatal disease is the 
hypervirulent CC-17 clone, which shows distinct genetic homogeneity. The results of 
this study present a basis for all future studies of GBS in Slovenia and are crucial for 
promoting the implementation of universal GBS screening in pregnancy in Slovenia. 
 
Key words: group B Streptococcus, GBS, hypervirulent CC-17, neonatal infection, 
molecular epidemiology, virulence factors, Slovenia. 
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1 UVOD 
 
1.1 Mikrobiologija bakterije Streptococcus agalactiae 
 
Streptokoki so po Gramu pozitivne okrogle bakterije, ki med rastjo značilno tvorijo 
verižice ali pare. Klasifikacija streptokokov v glavne kategorije temelji na morfologiji 
kolonij in hemolitični reakciji na krvnem agarju, serološko specifičnih polisaharidnih 
antigenih celične stene (antigeni po Lancefieldovi), biokemijskih reakcijah in 
odpornosti na fizikalne ter kemijske dejavnike in na ekoloških značilnostih (1). 
 
1.1.1 Osnovne značilnosti bakterije 
 
Streptococcus agalactiae (streptokok skupine B ali SGB) je po Gramu pozitiven kok 
z nagnjenostjo k tvorjenju verižic. SGB je β-hemolitični streptokok, kar pomeni, da 
na krvnem agarju zaradi sposobnosti razgradnje eritrocitov ustvari popolno hemolizo 
okrog bakterijske kolonije (Slika 1.1). Hemolitična cona je le nekoliko večja od 
obsega kolonije in v premeru meri okrog 1-2 mm (1). Glede na prisotnost 
polisaharidnega antigena celične stene spada SGB v skupino streptokokov B, značilni 
antigen v celični steni je v tem primeru ramnoza-glukozamin (1).  
 
Slika 1.1: Kolonije SGB s cono β-hemolize (2). 
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1.1.2 Serološka klasifikacija 
 
Tradicionalno epidemiološko orodje za razvrščanje SGB je serotipizacija. Serološka 
klasifikacija temelji na izražanju kapsularnega polisaharida (3). Na podlagi tega lahko 
izolate SGB razdelimo na 10 serotipov (Ia, Ib, II, III, IV, V, VI, VII, VIII in IX), ki se 
med seboj antigensko in strukturno razlikujejo (Slika 1.2) (4). 
 
 
Slika 1.2: Prikaz strukture serotipov SGB (5). Kratice: Gal-p – galaktoza; Glc-p – glukoza; 
Rha-p – ramnoza; Neu-p – nevraminska kislina; NAc – N-acetil. 
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Natančna določitev serotipa je pomembna predvsem zaradi preučevanja razporeditve 
serotipov in načrtovanja vključenosti posameznih serotipov v cepiva ter kasnejših 
študij o učinkovitosti cepiv (6).  
Kapsularni polisaharid je v bakterijskem kromosomu kodiran na lokusu cps, ki je 
sestavljen iz 16 do 18 genov (5). Serotip bakterije je mogoče določiti na več načinov, 
in sicer s fenotipskimi in genotipskimi metodami (6). Med fenotipskimi metodami je 
najbolj razširjena metoda lateksne aglutinacije, uporabni pa so tudi encimsko-imunski 
testi ali določanje proti-kapsularnih protiteles s pomočjo pretočne citometrije (6, 7). 
Genotipske metode, kot so hibridizacija deoksiribonukleinske kisline (DNA) s 
pomočjo verižne reakcije s polimerazo (PCR), PCR v realnem času (RT-PCR) in 
analiza polimorfizma dolžine restrikcijskih fragmentov, omogočajo določitev serotipa 
na podlagi identifikacije genetskih različic v lokusu cps (8-10). Z zniževanjem cen in 
hitrim razvojem bioinformatske infrastrukture pa se je kot uporabna in zanesljiva 
metoda določanja serotipa izkazala tudi metoda sekvenciranja celotnega genoma 
(WGS) (11). 
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1.1.3 Geografska razporeditev serotipov SGB 
 
Prevalenca posameznega serotipa je odvisna od geografske lokacije in časovnega 
obdobja, v katerem je raziskava potekala (Slika 1.3) (12). 
 
Slika 1.3: Globalna (A) in kontinentalna (B) razporeditev serotipov SGB 1980-2011 (13). 
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Stalno spremljanje krožečih izolatov SGB je pomembno za oceno sprememb v 
razporeditvi izolatov SGB, kar je ključnega pomena pri izdelavi morebitnih 
polisaharidnih cepiv, primernih za različna geografska področja (14, 15). V Evropi 
imamo podatke iz 17 držav, Slovenije še ni med njimi (Slika 1.4) (3, 16-31). 
 
 
Slika 1.4: Evropske države z znanimi podatki o serotipih SGB. Z rdečo so označene države, 
za katere imamo podatke, z rumeno je označena Slovenija. 
 
V Evropi so najpogosteje opisani serotipi Ia, II, III in V (12, 21). Ti so odgovorni za 
večino primerov zgodnje okužbe novorojenčkov, medtem ko pozno okužbo 
najpogosteje povzroča serotip III, ki je izrazito povezan tudi s primeri neonatalnega 
meningitisa (3, 6). 
Glede na sistematične analize različnih študij se podatki o razporeditvi serotipov v 
Evropi ne razlikujejo bistveno od podatkov z drugih celin (12). 
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1.1.4 Klasifikacija serotipov z metodo MLST 
 
Za raziskovanje sorodnosti izolatov in genetske strukture populacije bakterij lahko 
uporabljamo več genotipskih metod, med katerimi sta najbolj razširjeni tipizacija na 
osnovi multilokusnih zaporedij (MLST) in sekvenciranje celotnega genoma (WGS) 
(32).  
MLST je metoda, ki temelji na nedvoumni določitvi zaporedja baz. Z metodo 
določimo zaporedje baz v približno 500 baznih parov (bp) dolgih delih sedmih hišnih 
genov (Slika 1.5) (33). Metoda je predvsem uporabna v epidemioloških študijah in 
omogoča preprosto primerjavo rezultatov različnih laboratorijev prek interneta (34). 
Aleli, prisotni na vsakem od lokusov MLST, so združeni v alelni profil, ki mu nato 
dodelimo še oznako sekvenčnega tipa (ST) (35). 
 
Slika 1.5: Shematični prikaz metode MLST (prirejeno po 36). 
 
Z uporabo MLST lahko seve SGB razdelimo v številne sekvenčne tipe (ST). Podatke 
o sekvenčnih tipih lahko pridobimo tudi z metodo WGS, pri kateri pomnožimo celoten 
genom bakterije, nato pa glede na nukleotidno zaporedje sedmih hišnih genov 
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določimo alelni in sekvenčni tip s pomočjo podatkovne baze GBS MLST, dostopne 
na svetovnem spletu (37).  
Na podlagi genetske sorodnosti se posamezni ST med seboj združujejo v klonske 
komplekse (CC) (33). Med sevi, ki povzročajo okužbe pri novorojenčkih, je trenutno 
znanih 5 glavnih klonskih kompleksov, in sicer CC-1, CC-12, CC-17, CC-19, in CC-
23 (17). V zadnjem času številni raziskovalci opisujejo porast invazivnih okužb s SGB 
serotipa III CC-17, ki je po sedaj zbranih podatkih tudi glavni povzročitelj invazivnih 
okužb pri novorojenčkih (17). SGB CC-17 naj bi bil prisoten tudi v skupini 
kolonizacijskih izolatov SGB, vendar v manjšem deležu kot med invazivnimi izolati 
(38). 
Glede na to, da z uporabo WGS pomnožimo celoten genom bakterije, je kljub začetni 
višji ceni te metode v primerjavi z metodo MLST izkupiček WGS precej ugodnejši, 
saj dobimo precej podatkov, ki jih lahko poleg določanja ST uporabimo tudi za 
serotipizacijo, preučevanje virulentnih dejavnikov, določanje genov za odpornost 
proti antibiotikom in bolj podrobne filogenetske analize (11). 
 
1.1.5 Gruče enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih ponovitev 
(CRISPR) 
 
Gruče enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih ponovitev (Clustered Regularly 
Interspaced Short Palindromic Repeats – CRISPR) in s CRISPR povezani proteini 
(Cas) sestavljajo sistem CRISPR-Cas, ki ščiti bakterijo pred mobilnimi genetskimi 
elementi (MGE) (39). Gre pravzaprav za sistem pridobljene imunosti pri bakterijah. 
Matriko CRISPR sestavljajo kratke ponovitve (25-40 bp), med katerimi so vrinjena 
ne-ponavljajoča zaporedja podobne velikosti, imenovana presledki. Ponovitve so 
znotraj posamezne matrike precej ohranjene in pogosto delno palindromne, kar 
pomeni, da lahko tvorijo zanke (40). Večino matrik CRISPR na eni strani obdaja 
zaporedje, bogato z AT, imenovano vodilno zaporedje, na drugi strani pa se nahaja 
končno zaporedje. 
Sistem CRISPR-Cas deluje v treh stopnjah (41). V prvi stopnji adaptacije se nov 
presledek, ki po navadi izvira iz tuje nukleinske kisline, vključi na vodilnem delu 
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lokusa CRISPR, sočasno s podvojevanjem vodilnega zaporedja. Druga stopnja 
ekspresije je sestavljena iz biogeneze CRISPR RNA (crRNA), ki se prične s 
prepisovanjem matrike z mesta promotorja, ki se nahaja na vodilnem delu. Dolga 
molekula RNA se nato s cepljenjem znotraj kratkih ponovitev razcepi na kratke, zrele 
crRNA. V zadnji stopnji interference crRNA vodijo nukleaze Cas, ki specifično cepijo 
tarčna virusna ali plazmidna zaporedja. Celoten proces je shematično prikazan na Sliki 
1.6. Na ta način sistem CRISPR-Cas omogoča imunost, ki je specifična za zaporedje, 
pri čemer specifičnost narekujejo zaporedja presledkov, integriranih v matriko 
CRISPR (40). 
 
 
Slika 1.6: Shematični prikaz sistema CRISPR-Cas (prirejeno po 42). 
 
Polimorfizmi in hitro razvijajoča se narava matrike CRISPR skupaj z možnostjo 
pridobivanja novih presledkov predstavljajo atraktivno možnost za epidemiološke 
označevalce za genotipizacijo in filogenetsko analizo mikrobnih populacij (43). Ker 
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se presledki vstavljajo na vodilnem koncu lokusa CRISPR, so zaporedja, prisotna na 
končnem delu, pravzaprav starejša in predstavljajo dokaz za preteklo invazijo MGE 
(39). 
Pri SGB sta opisana dva sistema CRISPR-Cas, in sicer sistem tipa II-A, povezan z 
lokusom CRISPR1, ki je vseprisoten in funkcionalen in sistem tipa I-C, ki je povezan 
z lokusom CRISPR2 in je redek ter pogosto nepopoln (44). Lokus CRISPR1 vsebuje 
visoko ohranjena zaporedja ponovitev dolžine 36 bp, ločena s presledki dolžine okrog 
30 bp. Analiza lokusov med različnimi sevi je razkrila precejšnjo raznolikost zaradi 
integracije novih presledkov, podvojitev presledkov in delecij presledkov, kar 
nakazuje na dinamičnost sistema CRISPR1 (43, 44). Več študij je pokazalo tudi 
močno korelacijo med genotipiziranjem SGB z MLST in genotipiziranjem s sistemom 
CRISPR, kar bi lahko pomenilo, da je CRISPR uporaben tudi kot hitro in dobro 
diskriminatorno orodje v epidemioloških študijah (40, 43, 44). 
 
1.1.6 Virulentni dejavniki bakterije Streptococcus agalactiae 
 
Za razvoj invazivne bolezni mora bakterija SGB najprej uspešno kolonizirati 
vaginalni epitelij, prodreti skozi placentalne ali epitelijske ovire, izraziti odpornost 
proti imunskemu sistemu v krvi in v končni fazi preiti skozi krvno-možgansko 
pregrado. V ta namen SGB izraža širok spekter različnih virulentnih dejavnikov, od 
površinskih proteinov do toksinov, ki vplivajo na specifične interakcije s celicami 
gostitelja in motijo mehanizme prirojene imunosti (45). 
Eden glavnih virulentnih dejavnikov SGB je kapsularni polisaharid. Različni serotipi 
SGB se med seboj razlikujejo po sestavi kapsularnega polisaharida, od česar je 
odvisen tudi njihov virulentni potencial (6). Specifični epitopi kapsularnega 
polisaharida, ki določajo posamezen serotip, se med seboj razlikujejo glede na 
razporeditev 4 sladkorjev (glukoza, galaktoza, N-acetilglukozamin in sialična kislina) 
v edinstveno ponavljajočo se enoto (46). 
Kolonizacija in vztrajanje v različnih gostiteljskih nišah sta odvisna od sposobnosti 
vezave SGB na gostiteljske celice in tkiva, kar nato pripomore k združevanju 
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bakterijskih celic in tvorbi biofilma (47). Sam biofilm je pravzaprav pomemben 
virulentni dejavnik bakterije, saj omogoča zaščito pred imunskim sistemom z 
vgrajevanjem bakterijskih kolonij med polisaharide zunajceličnega matriksa (47). 
Pomembno vlogo pri tvorbi biofilma igrajo kapsularni polisaharid in fimbrije tipa 2a 
(48, 49). Ključni dejavnik pri tvorbi biofilma pa so tudi pogoji v okolju gostitelja, saj 
je kolonizacija nožnice s SGB optimalna pri nižjih vrednostih pH (50). Tvorba 
biofilma torej omogoča dolgotrajno persistenco bakterije v gostitelju in jo ščiti pred 
gostiteljevim imunskim sistemom, dejavniki okolja pa prek nadzora izražanja 
površinskih struktur, kot so kapsularni polisaharid in fimbrije, promovirajo tvorbo 
biofilma (47). 
SGB je del fiziološke vaginalne in črevesne mikrobiote, zato so kolonizacija, 
translokacija in vdor skozi sluznične pregrade odvisni od sposobnosti bakterije, da se 
veže na gostiteljeve celice in zunajcelični matriks (51). Adhezini, ki sodelujejo pri 
vezavi in vdoru v gostitelja, so proteini, ki vežejo fibrinogen (Fbs), protein, ki veže 
laminin (Lmb), SGB peptidaza C5a (ScpB) ter še proteina SfbA in BibA (47). 
Esencialni adhezini, ki bakteriji omogočajo kolonizacijo, tvorbo biofilma in vdor v 
centralni živčni sistem, pa so tudi površinske strukture, kot so fimbrije (47). Glavni 
adhezini, ki sodelujejo pri interakciji med SGB in gostiteljsko celico, so prikazani na 
Sliki 1.7. 
Trenutno poznamo 5 različnih Fbs, in sicer FbsA, FbsB, glikoproteina s ponovitvami, 
bogatimi s serinom Srr1 in Srr2 ter nedavno odkriti FbsC (52-55). Invazivni izolati 
imajo večinoma večjo sposobnost vezave na fibrinogen kot kolonizacijski izolati (47). 
FbsA je predvsem odgovoren za vezavo, medtem ko so za FbsB pokazali, da je 
potreben za vdor v gostiteljsko celico (53, 54). Srr1 in Srr2 naj bi bila potrebna za 
vdor v endotelijske celice, poleg tega pa Srr1 igra pomembno vlogo pri kolonizaciji 
nožnice (55, 56).  
Tina Perme, Molekularna epidemiologija SGB 
11 
 
 
Slika 1.7: Glavni adhezini, ki sodelujejo v interakciji med SGB in gostiteljem (prirejeno po 47). 
Vloga posameznega adhezina je podrobneje predstavljena v besedilu. 
 
Hipervirulentni klon CC17 se domnevno veže na fibrinogen predvsem s pomočjo 
FbsB (57). Pomembna specifičnost za invazivne izolate je opazna tudi pri proteinih 
Srr, saj je Srr2 prisoten izključno pri izolatih ST-17, medtem ko pri teh izolatih Srr1 
ni bilo (55). Pri izolatih klona CC-17 je gen za FbsC mutiran zaradi premika bralnega 
okvirja in zato proteina FbsC ne vsebujejo (52).  
Adhezin Lmb igra pomembno vlogo pri tropizmu bakterije za centralni živčni sistem 
(47). S pomočjo Lmb naj bi SGB koloniziral okvarjen epitelij in nato prehajal v krvni 
sistem (58). Opažali so tudi povečano izražanje Lmb pri sevih, ki so povzročali 
meningitis, v primerjavi z ostalimi sevi, medtem ko je raven izražanja ostalih 
adhezinov ostala nespremenjena (59).  
ScpB je površinska serinska proteaza, ki omogoča vezavo na fibronektin v 
zunajceličnem matriksu epitela nožnice, poleg tega pa deluje kot peptidaza C5a in cepi 
in inaktivira komponento komplementa C5a ter na ta način onemogoča fagocitozo z 
gostiteljskimi celicami (60, 61). Gena scpB in lmb se nahajata na sestavljenem 
transpozonu, pri čemer se scpB gen nahaja neposredno pred genom lmb. Sposobnost 
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SGB, da kolonizira človeške sluznice, naj bi bila neposredno povezana s prisotnostjo 
tega transpozona (62).  
Hipervirulentni adhezin A (HvgA) je protein, usidran v celično steno, ki je specifičen 
za izolate CC-17, ki povzročajo pozno sepso in meningitis (63). K meningealnemu 
tropizmu pri novorojenčkih naj bi prispeval s kolonizacijo črevesja in nato s 
translokacijo preko črevesne in krvno-možganske pregrade (47). Na ta način HvgA 
prispeva tako h kolonizaciji kot invazivnosti hipervirulentnega klona CC-17 (63). 
Za adhezijo SGB so pomembne tudi fimbrije. To so podaljški površine bakterijske 
celice, ki so usidrani v celično steno (47). Sestavljeni so iz treh fimbrijskih proteinov, 
proteina hrbtenice fimbrijskega jaška in dveh pomožnih proteinov (64). Pri SGB so 
poznane tri fimbrijske različice, in sicer PI-1, PI-2a in PI-2b, ki predstavljajo dva 
fimbrijska otoka (PI), pri čemer sta PI-2a in PI-2b različici fimbrijskega otoka 2 (PI-
2) (47). Vsi opredeljeni sevi SGB vsebujejo vsaj eno različico ali kombinacijo dveh 
fimbrijskih otokov (65). Fimbrije PI-1 naj bi igrale pomembno vlogo pri izogibanju 
delovanja prirojene imunosti oz. predvsem fagocitoze z makrofagi, medtem ko ne 
sodelujejo pri vezavi na gostiteljske celice (66). Fimbrije PI-2a sodelujejo pri tvorbi 
biofilma, medtem ko PI-2b povečajo znotrajcelično preživetje v makrofagih (48, 67). 
Poleg tega naj bi PI-2b pomembno prispevali k invazivnosti sevov in prehajanju preko 
krvno-možganske pregrade (68). Invazivni sevi SGB bolj verjetno vsebujejo 
kombinacijo PI-1 in ene od različic PI-2 kot kolonizacijski izolati. Poleg tega sevi, ki 
povzročajo invazivno neonatalno okužbo, vključno z vsemi sevi CC-17, vsebujejo 
kombinacijo PI-1 in PI-2b, slednji je tudi dokazano evolucijsko ohranjen v 
hipervirulentnem klonu ST-17 (69). 
Da lahko SGB povzroča bolezen pri novorojenčkih, mora spremeniti strategijo 
preživetja iz kislega pH nožnice v nevtralnem pH krvi novorojenčka (47). Prehod SGB 
iz kislega v nevtralni pH povzroči vklop genov, povezanih z virulenco, ki omogočajo 
prehod iz komenzala v invazivni bakterijski patogen (70).  
Po adheziji in kolonizaciji s pomočjo toksinov in invazinov lahko SGB vstopa in 
preživi znotraj gostiteljske celice. Eden izmed toksinov, ki to omogoča, je faktor 
CAMP (cfb) (71). Vstop v celico bakteriji omogoča preživetje, poleg tega pa vodi tudi 
v aktivacijo vnetja, kar prispeva k nastanku bolezni. Okužba celic posteljice lahko 
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spodbuja ascendentno znotrajmaternično okužbo, invazija pljučnega epitela pa 
sistemsko okužbo (45). Vdor v celice epitela materničnega vratu naj bi omogočali 
proteini iz družine površinskih proteinov alfa C (ACP) prek vezave na 
glikozaminoglikane (GAG) na epitelu (72). Ti proteini vsebujejo velike notranje 
tandemske ponovitve, kodirajo pa jih stabilni mozaični geni (73). Velikost proteinov 
se razlikuje med sevi in je odvisna od števila ponovitev v ustreznem genu (73). Ne 
nazadnje lahko med okužbo pride do notranjih delecij števila ponovitev znotraj ACP 
z namenom izogibanja delovanja imunskega sistema gostitelja (74). 
Ko SGB prodre v globlja tkiva ali v krvni obtok, se aktivira imunski odziv, v katerem 
ključno vlogo igrajo nevtrofilci in makrofagi. Le-tem učinkovito fagocitozo omogoča 
opsonizacija s specifičnimi protitelesi in serumskim komplementom, ki je lahko 
pomanjkljiva pri novorojenčkih, predvsem nedonošenih. Novorojenčki so zlasti 
nagnjeni k invazivni okužbi zaradi kvalitativnih in kvantitativnih pomanjkljivosti v 
funkciji fagocitov, specifičnih protiteles in v aktivaciji klasične ter alternativne poti 
komplementa (45). SGB izraža številne virulentne dejavnike, s katerimi se upira 
opsofagocitozi ali nevtralizira baktericidno delovanje nevtrofilcev in makrofagov 
(Slika 1.8). 
 
 
Slika 1.8: Mehanizmi SGB za izogibanje imunskemu sistemu (prirejeno po 45). 
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SGB se pred opsonizacijo s komplementom brani s pomočjo vezave faktorja H, in 
sicer prek β-antigena proteina C (Bac) (75, 76). Debela in s sialično kislino bogata 
polisaharidna kapsula omogoča precejšnjo odpornost proti delovanju terminalnega 
kompleksa komplementa (77). SGB se razgradnji uspešno izogiba tudi s pomočjo 
kisikovih prostih radikalov in antimikrobnih peptidov, kot je razvidno s Slike 1.8. Ena 
izmed metod izogibanja delovanju imunskega sistema pa je tudi molekularna 
mimikrija, pri kateri SGB s sializacijo bakterijske površine oponaša gostiteljeve 
antigene in na ta način zmanjša aktivacijo imunskega sistema (78).  
Številni virulentni dejavniki SGB še ostajajo neznanka, njihovo preučevanje pa je 
pomembno pri iskanju novih terapevtskih in imunoprofilaktičnih tarč. 
 
1.1.7 Občutljivost SGB za antibiotike 
 
Prva izbira za zdravljenje okužbe s SGB je penicilin, v primeru alergije na penicilin 
pa se lahko poslužujemo alternativnih antibiotikov, kot so eritromicin, klindamicin, 
vankomicin in fluorokinoloni (79). Zaradi tveganja za pojav odpornosti je pomembno 
stalno spremljanje odpornosti SGB proti antibiotikom, ki so v uporabi za zdravljenje. 
Izolati SGB ostajajo večinoma 100 % občutljivi za penicilin in vankomicin (80, 81). 
Poleg tega je SGB občutljiv tudi za ampicilin in cefalosporine prve generacije (82-
86). V zadnjem času pa poročajo o izolatih s povečano vrednostjo minimalne 
inhibitorne koncentracije (MIC) proti penicilinu in ampicilinu, zlasti z Japonske, pa 
tudi iz ZDA (87-91). V nekaj od teh primerov porast MIC pripisujejo mutacijam v 
proteinu, ki veže penicilin. Vrednosti MIC so sicer na meji odpornosti, tako da 
klinična pomembnost teh najdb še ni znana. V isti ameriški študiji so poročali tudi o 
relativno povečani MIC za cefazolin, vendar še vedno velja priporočilo, da se izolate, 
ki so občutljivi za penicilin, smatra kot občutljive tudi za cefazolin (88, 92).  
V nasprotju s penicilinom in ampicilinom pa narašča pogostost izolatov, odpornih 
proti eritromicinu in klindamicinu. V ZDA odpornost proti eritromicinu znaša med 25 
in 32 %, proti klindamicinu pa med 13 in 20 % (82, 83, 93). V Sloveniji odpornost 
proti eritromicinu znaša 23 %, proti klindamicinu pa 20 % (94). Odpornost proti 
eritromicinu je sicer pogosto, ne pa vedno, povezana z odpornostjo proti klindamicinu. 
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Pridobljena odpornost proti eritromicinu je povezana z različnimi znanimi mehanizmi. 
Najbolj pogost izmed njih temelji na modifikaciji ciljnih vezavnih mest, ki jo omogoča 
eritromicinska ribosomska metilaza, kodirana z genom erm (95). Prisotnost Erm 
metilaze omogoča odpornost proti eritromicinu, pa tudi inducibilno oz. konstitutivno 
odpornost proti linkozamidom in streptograminu B; za te bakterije velja, da imajo 
fenotip MLSB (95). Drug mehanizem, ki je povezan s prehajanjem antibiotika prek 
membrane, pa je kodiran z genom mef (95).  
Iz Azije, zlasti s Kitajske, Japonske, Tajvana in iz Južne Koreje, pa poročajo tudi o 
pojavu izolatov, odpornih proti levofloksacinu (79, 96-98).  
Odpornost proti antibiotikom je glede na zadnje raziskave povezana z določenimi 
klonskimi kompleksi SGB, predvsem s CC-17, ki je prevladujoči klonski kompleks 
med invazivnimi izolati SGB (99, 100). Ti izolati so predvsem odporni proti 
eritromicinu, klindamicinu in tetraciklinu. Izolati CC-17 so genetsko precej homogena 
skupina, raziskave pa so pokazale, da bi bila odpornost proti antibiotikom lahko 
povezana z mobilnimi genetskimi elementi, s katerimi bakterija pridobi gene, ki 
omogočajo odpornost proti antibiotikom (99, 100).  
Z odpornostjo proti makrolidom raziskave najbolj povezujejo izolate SGB CC-1 (101, 
102). Z odpornostjo SGB, ki povzroča neonatalno okužbo, proti levofloksacinu pa 
zadnje raziskave iz Azije povezujejo zlasti izolat SGB CC-19 (79, 98). 
 
1.1.8 Molekularna epidemiologija SGB v Sloveniji 
 
Problematika SGB je v Sloveniji slabo raziskana. Obstajata le ena raziskava o 
prevalenci kolonizacije slovenskih nosečnic s SGB in ena raziskava o incidenci 
invazivne neonatalne okužbe s SGB (94, 103). Molekularno-epidemiološka situacija 
v Sloveniji ni znana, manjkajo podatki o prevladujočih serotipih SGB in kako se le-ti 
primerjajo s podatki iz ostale Evrope in sveta. S to raziskavo želimo zapolniti vrzel, 
ki vlada na področju poznavanja molekularne epidemiologije SGB v Sloveniji. 
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1.2 Invazivna neonatalna okužba s SGB 
 
Med glavnimi vzroki za umrljivost v neonatalnem obdobju prevladujejo kongenitalne 
anomalije, zapleti med porodom oz. zapleti zaradi zgodnjega poroda in okužbe. 
Slovenija ima z 0,7 smrti na 1000 živorojenih najnižjo stopnjo neonatalne umrljivosti 
v Evropi (Slika 1.9). 
Neonatalne okužbe delimo na zgodnje (v prvih sedmih dneh) in pozne (od sedmega 
do devetdesetega dneva starosti). Med povzročitelji zgodnje okužbe s 35 % izrazito 
prevladuje SGB, sledijo mu Escherichia coli in ostale bakterije, kot so Listeria 
monocytogenes, koagulazno negativni stafilokoki in druge. Med povzročitelji pozne 
okužbe so poleg SGB pogosti tudi E. coli, koagulazno negativni stafilokoki in 
Staphylococcus aureus. 
 
Slika 1.9: Stopnja neonatalne umrljivosti v Evropi za leto 2015. Slovenija je označena z rdečo 
(104). 
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Streptococcus agalactiae (SGB) je najpogostejši povzročitelj invazivnih neonatalnih 
okužb v razvitih državah (13, 105). Med invazivne okužbe novorojenčka spadajo 
pljučnica, sepsa in meningitis (14). Vaginalna kolonizacija s SGB med nosečnostjo 
poveča nevarnost za prezgodnji porod in perinatalno okužbo. SGB je tudi glavni vzrok 
za horioamnionitis in ena od glavnih bakterij, ki povečuje tveganje za prezgodnji 
razpok plodovih ovojev (14). Tveganje za okužbo je največje v prvih treh mesecih 
življenja in nato strmo upada (13). Neonatalno okužbo glede na začetek bolezni 
delimo na dva tipa, zgodnjo in pozno okužbo. 
 
1.2.1 Zgodnja neonatalna okužba s SGB 
 
Glavni dejavnik tveganja za pojav zgodnje okužbe je kolonizacija genitourinarnega 
ali gastrointestinalnega trakta nosečnice s SGB (92). Zgodnja okužba navadno nastane 
v prvih 24-48 urah po rojstvu, lahko tudi do 7 dni po porodu, in se kaže kot sepsa ali 
pljučnica. Do okužbe lahko pride pred ali med samim porodom, vendar ob prehodu 
skozi porodni kanal večinoma pride samo do kolonizacije, redko pa do klinično 
izražene okužbe (92). Okužba večinoma nastopi, ko bakterija potuje v ascendentni 
smeri iz materinega genitourinarnega trakta skozi prekinjene plodove membrane v 
amnijsko tekočino, kjer se SGB pomnožuje in v končni fazi okuži plodove dihalne 
poti (14). Razvije se lahko pljučnica, SGB pa se lahko razširi tudi v krvni obtok in 
povzroči sepso. Širjenje preko krvnega obtoka omogoča bakteriji, da doseže številna 
anatomska mesta, kjer lahko prodira v tkiva in povzroča osteomielitis ali meningitis, 
ki pa je bolj pogost pri pozni okužbi (14). 
Novorojenčki z zgodnjo invazivno okužbo večinoma zbolijo v prvih 24-48 urah z 
znaki dihalne stiske, dihalnimi premori ali drugimi znaki sepse (92). Najpogostejša 
klinična sindroma, značilna za zgodnjo okužbo, sta sepsa in pljučnica. Meningitis se 
sicer lahko razvije, vendar je le-ta precej manj pogost ob zgodnji okužbi.  
Znaki sepse so pri novorojenčkih odvisni od gestacijske starosti in stopnje okužbe. 
Sistemski znaki sepse so pri novorojenčkih večinoma nespecifični, mednje spadajo 
npr. letargija, hipotermija in težave s hranjenjem. Pogosti so simptomi s strani dihal, 
med njimi dihalni premori, tahipneja, stokanje in znaki povečanega dihalnega dela. 
Med znaki s strani obtočil prevladujejo cianoza, desaturacija, bradikardija, slaba 
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perfuzija, podaljšan kapilarni povratek in hipotenzija (106). Pri donošenih 
novorojenčkih se znaki prvič pojavijo po približno šestih urah po porodu, večinoma 
pa znotraj prvih 24 ur. Znaki bolezni pri nedonošenčkih so še manj specifični, zato je 
potreben nižji prag za postavitev diagnoze (Slika 1.10) (106).  
SGB je tudi pomemben vzrok prezgodnjega poroda, smrti ploda v maternici, 
mrtvorojenosti in poporodne sepse pri nosečnici (13). 
 
 
Slika 1.10: Algoritem za sekundarno preventivo zgodnje neonatalne okužbe s SGB (prirejeno 
po 106). 
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Brez ustrezne in pravočasne terapije v obliki parenteralnih antibiotikov in druge 
podporne terapije je za zgodnjo okužbo značilno hitro klinično poslabšanje stanja 
(95). Z napredki v neonatalni oskrbi se je smrtnost zgodnje okužbe zmanjšala s 50 % 
v 1970ih letih na približno 4-6 % v zadnjih letih (107, 108). Smrtnost je višja pri 
nedonošenih otrocih in dosega 20 % oziroma celo 30 % pri tistih, rojenih pred 
dopolnjenim 33. tednom gestacije, medtem ko pri donošenih znaša 2-3 % (93). 
Predpogoj za nastanek zgodnje neonatalne okužbe je kolonizacija materinega 
genitalnega trakta s SGB. 30-70 % novorojenčkov, ki se rodijo mamam, koloniziranim 
s SGB, je prehodno koloniziranih (95). Večina ostane asimptomatskih, 1-3 % pa 
razvije znake zgodnje neonatalne okužbe (105, 109). Obstaja tudi neposredna 
povezava med gostoto vaginalne kolonizacije s SGB ob nastopu poroda ali razpoka 
plodovih ovojev in tveganjem za vertikalni prenos in resno neonatalno okužbo (109).  
Poleg kolonizacije nosečnice s SGB pa tveganje za razvoj zgodnje neonatalne okužbe 
povečujejo še drugi dejavniki. Ti dejavniki tveganja so porod pred dopolnjenim 37. 
tednom gestacije, dolg razpok plodovih ovojev (> 18 ur), horioamnionitis, nižja starost 
matere in predhoden porod otroka z invazivno okužbo s SGB (110-112).  
Pojav zgodnje neonatalne okužbe lahko preprečujemo s pravočasnim prepoznavanjem 
dejavnikov tveganja in pravočasno obporodno antibiotično profilakso.  
 
1.2.2 Pozna neonatalna okužba s SGB 
 
Pozna okužba lahko nastane zaradi prenosa z matere ali z drugih virov, običajno 
nastane do 3. meseca starosti (7-90 dni) in se pogosto kaže s klinično sliko meningitisa 
(92). Njena pojavnost je bistveno nižja od zgodnje okužbe, vendar pa je ne moremo 
preprečevati z enakimi ukrepi, s katerimi preprečujemo zgodnjo okužbo (14).  
Pozna neonatalna okužba s SGB se večinoma kaže z znaki sepse, kar v četrtini 
primerov pa okužbo spremlja meningitis (26, 113). SGB je tudi najbolj pogost 
povzročitelj neonatalnega meningitisa (114). Relativno redko se ob pozni okužbi 
lahko razvijejo tudi celulitis in osteoartikularne okužbe (113).  
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Smrtnost pozne neonatalne okužbe je precej nižja kot smrtnost zgodnje okužbe (14). 
Pomembno pa so bolj pogoste hude posledice, zlasti če je okužbo spremljal 
meningitis. Skoraj 50 % novorojenčkov, ki preživijo okužbo s SGB, utrpi posledice, 
kot so nevrološke sekvele, kortikalna slepota, izguba sluha, nekontrolirane konvulzije, 
hidrocefalus in upočasnjen razvoj govora (14).  
Pozna okužba v nasprotju z zgodnjo ni povezana z vertikalnim prenosom z matere. V 
perinatalnem obdobju namreč lahko pride tudi do horizontalnega prenosa z drugih 
virov, med drugim z matere ali drugih bolnišničnih virov ali virov v okolici (95). Med 
poročanimi viri okužbe je tudi materino mleko (115, 116). 
 
1.2.3 Zdravljenje invazivne neonatalne okužbe s SGB 
 
Z zdravljenjem invazivne neonatalne okužbe je potrebno pričeti čim prej, večinoma 
preden so na voljo izvidi specifičnih kužnin (hemokultura, likvor, aspirat traheje). Ob 
sumu na sepso pričnemo z dvotirno antibiotično terapijo z ampicilinom in 
gentamicinom, če sumimo, da bi lahko šlo za meningitis, pa gentamicin zamenjamo s 
cefotaksimom. Po prejemu mikrobioloških izvidov terapijo zamenjamo z antibiotiki, 
usmerjenimi proti povzročitelju.  
Kljub naraščajoči odpornosti mikroorganizmov proti številnim antibiotikom SGB 
ostaja občutljiv za penicilin (106). Z Japonske so sicer poročali o izolatih z zmanjšano 
občutljivostjo za penicilin, mehanizem rezistence naj bi bil posledica mutacij v 
aminokislinah proteina, ki veže penicilin (117). 
Po prejemu izvidov, da gre za SGB, lahko ukinemo terapijo z gentamicinom in 
zdravljenje končamo samo z ampicilinom. Nezapleteno bakteriemijo zdravimo 10 dni, 
nezapleten meningitis pa 14 dni, čeprav se zadnje čase priporoča podaljšanje 
zdravljenja na vsaj 21 dni, predvsem za hudo bolne novorojenčke (106). Septični 
artritis in osteomielitis zdravimo vsaj 4 tedne, endokarditis in vaskulitis pa 4 do 6 
tednov (106). 
Podporna terapija, kot npr. aplikacija intravenskih imunoglobulinov (IVIG) ali 
rekombinantni faktor stimulacije kolonij granulocitov (rG-CSF) se ni izkazala za 
uspešno (106). Novorojenčki predvsem potrebujejo sprejem v enoto za intenzivno 
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terapijo novorojenčkov in podporo delovanju vseh organskih sistemov ter ustrezno 
prehransko podporo. 
Po preboleli okužbi novorojenčki potrebujejo sledenje pri zdravniku, zlasti tisti, ki so 
preboleli meningitis, saj je potrebno aktivno iskanje in preprečevanje oziroma 
čimprejšnje zdravljenje posledic bolezni. 
 
1.3 Preprečevanje neonatalne okužbe s SGB 
 
1.3.1 Incidenca invazivne neonatalne okužbe s SGB 
 
SGB je najpogostejši povzročitelj neonatalne sepse in meningitisa v večini držav, 
incidenca zgodnje okužbe se giblje med 0,5 in 3 primeri na 1000 novorojenčkov (92, 
118). Incidenca zgodnje okužbe v Sloveniji je ocenjena na 0,53/1000, pozne okužbe 
pa 0,18/1000 (103). V Sloveniji v zadnjih letih opažamo blag porast incidence zgodnje 
okužbe, medtem ko je incidenca pozne okužbe bolj ali manj stabilna (Slika 1.11). 
 
 
Slika 1.11: Incidenca invazivnih okužb s SGB v Sloveniji, 2003-2013 (103). 
 
 30 
Slika 2: Gibanje incidence invazivnih okužb s streptokokom skupine B v Sloveniji v letih 2003-2013. 471 
 472 
Zgodnja (invazivna) okužba s streptokokom skupne B (0-6 dni) 473 
Pozna (invazivna) okužba s streptokokom skupine B (7-90 dni) 474 
Skupno: zgodnja + pozna invazivna okuža 475 
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1.3.2 Kolonizacija s SGB v nosečnosti 
 
Glavni dejavnik tveganja za pojav zgodnje invazivne okužbe pri novorojenčku je 
kolonizacija genitourinarnega ali gastrointestinalnega trakta mame s SGB med 
porodom (92). Odstotek koloniziranih nosečnic se razlikuje med državami in se giblje 
med 10 in 30 % (119, 120). Med novorojenčki, ki so rojeni koloniziranim materam, 
bo 40-50 % tudi samih koloniziranih, medtem ko bo 1-2 % razvilo znake zgodnje 
okužbe (120). Podatki o prevalenci kolonizacije nosečnic s SGB v Sloveniji so skopi. 
Zadnji in pravzaprav edini podatki segajo v obdobje 2013-2014, ko so ugotovili, da 
odstotek kolonizacije nosečnic v Sloveniji znaša 17 % (94). 
Kolonizacija s SGB je v nosečnosti lahko prehodna, intermitentna ali stalna (121). 
Izmed koloniziranih nosečnic jih bo nekaj koloniziranih tudi v prihodnjih nosečnostih, 
velik delež pa kasneje ne bo več koloniziran (122, 123). Primarni rezervoar SGB 
predstavlja prebavni trakt, ki je najverjetneje tudi glavni vir vaginalne kolonizacije. 
Novorojenčki, rojeni materam, ki so močno kolonizirane s SGB, imajo 2,5-krat večje 
tveganje za okužbo kot novorojenčki, ki se rodijo materam z blažjo stopnjo 
kolonizacije (124). Visoka stopnja kolonizacije je tista, pri kateri SGB poraste na 
krvnem agarju (trdem gojišču), v nasprotju z rastjo zgolj po obogatitvi v tekočem 
gojišču, ki je značilna za nizko stopnjo kolonizacije (92). Pogostejšo in močnejšo 
stopnjo kolonizacije ter povečano tveganje za razvoj zgodnje okužbe opažamo tudi 
pri novorojenčkih, rojenih materam, pri katerih je kadarkoli v nosečnosti prišlo do 
bakteriurije s SGB (124). 
 
1.3.3 Načini preprečevanja zgodnje neonatalne okužbe s SGB 
 
Pri preprečevanju neonatalnih okužb s SGB obstajata dva pristopa. Prvi pristop 
zajema univerzalno ugotavljanje kolonizacije s SGB pri vseh nosečnicah med 35. in 
37. tednom nosečnosti oz. v času poroda in aktivno preprečevanje prenosa okužbe z 
obporodno antibiotično profilakso (92, 125). Drugi pristop, ki ga uporabljamo tudi v 
Sloveniji, pa je preprečevanje prenosa okužbe na podlagi prisotnosti dejavnikov 
tveganja (125). 
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Pri uporabi slednjega pristopa je obporodna antibiotična profilaksa indicirana pri vseh 
nosečnicah s prisotnim enim ali več dejavniki tveganja, ki so porod pred dopolnjenim 
37. tednom gestacije, telesna temperatura nosečnice med porodom ≥ 38°C, trajanje 
razpoka plodovih ovojev več kot 18 ur, dokazana bakteriurija s SGB v času nosečnosti 
ali okužba novorojenčka s SGB ob predhodnem porodu (92, 118).  
Univerzalno prenatalno presejanje nosečnic zajema ugotavljanje vaginalne in rektalne 
kolonizacije s SGB pri vseh nosečnicah med 35. in 37. tednom nosečnosti. Če ženske 
niso bile deležne prenatalne oskrbe, če rodijo kmalu po odvzemu presejalnega brisa 
(ko rezultati brisa še niso na voljo), ali če rodijo prezgodaj, preden je testiranje 
mogoče, morajo prejeti obporodno antibiotično profilakso (92). Za ugotavljanje 
učinkovitosti univerzalnega presejanja je bila izvedena velika populacijska študija, ki 
je ugotovila, da je univerzalno presejanje učinkovitejše pri preprečevanju zgodnjih 
neonatalnih okužb s SGB (125). Pojav zgodnje neonatalne okužbe naj bi po uvedbi 
univerzalnega presejanja padel celo za 50 % (125). Poleg tega so ženske s pozitivnim 
brisom na SGB pogosteje prejele obporodno antibiotično profilakso kot ženske, pri 
katerih je kemoprofilaksa temeljila na prisotnosti dejavnikov tveganja (92, 125). 
Številne države so po objavi teh rezultatov pričele z uvedbo univerzalnega presejanja 
nosečnic, med njimi ZDA, Francija, Belgija, Španija, Nemčija in Švica (95). Nekatere 
države zaradi dvomov o stroškovni učinkovitosti univerzalnega presejanja še vedno 
vztrajajo na kemoprofilaksi na podlagi dejavnikov tveganja, med njimi Združeno 
Kraljestvo, Nizozemska, Nova Zelandija, Avstralija in tudi Slovenija (95).  
Pomanjkljivost univerzalnega prenatalnega presejanja je njegova slaba pozitivna 
napovedna vrednost, ki znaša med 44 in 63 % v primerjavi z ugotavljanjem 
kolonizacije s SGB ob porodu, pri katerem je pozitivna napovedna vrednost skoraj 92 
% (106). Pozitivna napovedna vrednost prenatalnega testa se je sicer povečala, če je 
bil bris odvzet znotraj 1 tedna pred porodom (126). Ravno te razlike v deležih 
kolonizacije ob prenatalnem testiranju in med samim porodom so verjetno eden izmed 
pomembnih razlogov, da je nemogoče popolnoma preprečiti pojavnost zgodnje 
neonatalne okužbe s SGB kljub uporabi obporodne antibiotične profilakse.  
Ob univerzalnem presejanju je potrebno odvzeti tako bris rektuma kot tudi bris vagine 
(92). Zaznavo bakterije močno povečamo z uporabo obogatene kulture (92, 94). To je 
tudi edina izmed metod, ki omogoča testiranje občutljivosti za antibiotike (127). 
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Glede na slabšo pozitivno napovedno vrednost prenatalnega testiranja je opaziti trend 
k uvedbi testiranja med samim porodom. Trenutno so v razvoju številne različne 
metode hitrega presejanja med porodom, ki večinoma temeljijo na zaznavanju 
bakterijske DNA z metodo verižnega pomnoževanja s polimerazo v realnem času 
(RT-PCR) (128-130). 
Kljub optimizaciji metod presejanja in uporabi obporodne antibiotične profilakse vseh 
primerov zgodnje okužbe ni mogoče preprečiti. Zato je še toliko bolj pomembna 
učinkovita sekundarna preventiva, pri kateri dovolj zgodaj prepoznamo znake okužbe 
pri novorojenčku in pravočasno pričnemo z ustrezno terapijo. Pozornost je predvsem 
pomembna pri novorojenčkih, rojenih materam s prisotnostjo dejavnikov tveganja. 
Preventivno zdravljenje s penicilinom pri teh novorojenčkih v odsotnosti znakov 
okužbe ali pozitivnih mikrobioloških izvidov ni indicirano (92). 
 
1.3.4 Obporodna antibiotična profilaksa 
 
Uporabo intravenske obporodne antibiotične profilakse za preprečevanje zgodnje 
neonatalne okužbe s SGB so prvič pričeli preučevati v osemdesetih letih prejšnjega 
stoletja in ugotovili, da je zmanjšala vertikalen prenos SGB z mame na novorojenčka 
(131). Učinkovitost obporodne kemoprofilakse naj bi bila med 86 in 89 % (125). 
Preučevali so tudi druge metode obporodne kemoprofilakse za preprečevanje 
vertikalnega prenosa, kot npr. intramuskularno aplikacijo antibiotikov, peroralne 
antibiotike in vaginalno aplikacijo klorheksidina, ki pa niso bile učinkovite (92). 
Trenutna priporočena terapija za nosečnice s pozitivnim brisom na SGB ali za 
nosečnice z dejavniki tveganja je penicilin. Prednost penicilina je, da ima ozek spekter 
baktericidnega delovanja in zato obstaja manjša verjetnost za selekcioniranje 
odpornih mikroorganizmov (92). Nekateri centri namesto penicilina uporabljajo 
ampicilin, ki ima podobne značilnosti. Odmerki penicilina oz. ampicilina so izbrani 
tako, da hitro ustvarijo zadostne koncentracije v plodovem krvnem obtoku in amnijski 
tekočini, hkrati pa niso dovolj veliki, da bi bili nevrotoksični za nosečnico ali plod 
(132, 133). Za optimalen učinek morajo biti antibiotiki aplicirani vsaj 4 ure pred 
porodom (Slika 1.12). 
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Slika 1.12: Obporodna antibiotična profilaksa za preprečevanje zgodnje okužbe s SGB 
(prirejeno po 106). 
 
V primeru alergije na penicilin priporočajo uporabo vankomicina, ki pa je precej malo 
v uporabi, saj se porodničarji raje odločajo za aplikacijo klindamicina, za katerega pa 
že poročajo o naraščanju odpornosti (106, 134, 135). Trenutno razpoložljivi podatki 
celo nakazujejo, da eritromicin in klindamicin ne dosegata vedno zadovoljivih 
koncentracij v tkivih ploda (136). 
Alergijske reakcije na antibiotike, zlasti anafilaksija, so sicer redke, če pa do njih 
pride, so nosečnice že hospitalizirane in deležne pravočasne in ustrezne oskrbe (92). 
Ker plod še ni bil izpostavljen antibiotikom, poleg tega pa mamina IgE protitelesa ne 
prehajajo preko posteljice, nevarnosti za anafilaksijo ploda ob obporodni antibiotični 
profilaksi ni. Prav tako študije do sedaj še niso pokazale pomembne razlike v 
kolonizaciji prebavnega trakta z odpornimi enterobakterijami pri novorojenčkih, ki so 
bili izpostavljeni obporodni kemoprofilaksi, in pri tistih, ki ji niso bili izpostavljeni 
(137). 
Ob pričetku uporabe obporodne kemoprofilakse se je pojavila skrb, da bi se lahko 
povečala odpornost mikroorganizmov proti antibiotikom in porast incidence 
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neonatalnih okužb s po Gramu negativnimi bakterijami. Trenutno poročajo, da se je 
glavni vzrok obolevnosti novorojenčkov preusmeril od prevladovanja SGB kot 
glavnega povzročitelja v devetdesetih letih prejšnjega stoletja k prevladovanju po 
Gramu negativnih bakterij kot povzročiteljev leta 2012, predvsem E. coli (138). 
 
1.3.5 Razvoj cepiva proti SGB 
 
Z uvedbo univerzalnega prenatalnega presejanja nosečnic na kolonizacijo s SGB in 
uporabo obporodne antibiotične profilakse se je incidenca zgodnje neonatalne okužbe 
zmanjšala, vendar je v zadnjih letih dosegla plato. Poleg tega s presejanjem in uporabo 
obporodne kemoprofilakse ne moremo vplivati na incidenco pozne neonatalne 
okužbe. Zato se vedno bolj pojavlja potreba po razvoju učinkovitega in varnega cepiva 
proti SGB. Z uporabo cepiva bi predvsem lahko ščitili nedonošenčke pred pozno 
okužbo, saj le-ti potrebujejo višje titre zaščitnih protiteles kot donošeni novorojenčki, 
poleg tega pa bi se lahko izognili tudi selekcioniranju na antibiotike odpornih 
mikroorganizmov, do česar lahko pride ob uporabi antibiotične profilakse. 
Razvoj prve generacije cepiv proti SGB je bil usmerjen na uporabo kapsularnega 
polisaharida (CPS) kot antigena (139). Ugotovili so namreč, da nizke vrednosti 
materinih protiteles proti CPS korelirajo z nagnjenostjo novorojenčka k hudi okužbi s 
SGB (140). V začetnih testiranjih so se ta cepiva izkazala za dobro imunogena, 
povzročila so tvorbo protiteles IgG, ki lahko prehajajo prek posteljice, in vitro pa so 
imela tudi opsonizirajoči učinek (141). Vendar pa so kasneje ugotovili, da ta cepiva 
niso inducirala B celičnega spomina, niso aktivirala T celic, odzivi na cepljenje pa so 
bili zelo variabilni (141). 
Ker so bila cepiva prve generacije samo polisaharidna, se je zdelo, da bi bil lahko 
uspeh večji z uporabo konjugiranih polisaharidnih cepiv proti CPS SGB, saj 
omogočajo aktivacijo T celic in hkrati tudi razvoj B celičnega spomina. Prvo 
konjugirano cepivo je vsebovalo antigen proti CPS serotipa III, konjugirano s 
tetanusnim toksoidom (142). Ugotovili so, da so zaščitna IgG protitelesa proti CPS 
tipa III dosegla zadostne titre tako v materinem serumu kot v popkovni krvi, poleg 
tega pa so v krvi vztrajala kar dva meseca (143). Ob uporabi tega cepiva so zaznali 
tudi zmanjšanje rektalne in vaginalne kolonizacije s SGB pri cepljenih nosečnicah 
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(141). Težavo pa seveda predstavlja dejstvo, da bi ob uporabi cepiva, usmerjenega 
samo proti serotipu III, ki je trenutno najpogostejši povzročitelj invazivne neonatalne 
okužbe, prišlo do pozitivne selekcije ostalih serotipov, tako da je potreben razvoj več 
valentnih cepiv, usmerjenih proti več serotipom SGB (141, 144). V ZDA je v tretji 
fazi testiranja pri nosečnicah trenutno trivalentno cepivo proti serotipom Ia, Ib in III 
(145). Med možnimi univerzalnimi kandidati za cepivo pa se omenja tudi površinski 
imunogeni protein (Sip), ki je precej ohranjen v genomu SGB (146).  
Prihodnost razvoja cepiv naj bi temeljila na obratnem razvoju, pri čemer s pomočjo 
računalniške analize celotnega genoma bakterije ugotovimo, kateri proteinski antigeni 
bi lahko bili imunogeni in torej potencialne tarče cepiv (147). Težava pri tej metodi je 
predvsem potreba po uporabi živalskih modelov za testiranje učinkovitosti in dejstvo, 
da metoda ne zazna ogljikovih hidratov ali drugih celičnih struktur, ki niso kodirane 
v genomu (141, 147). Z uporabo te metode so kot potencialno tarčo pri razvoju cepiv 
proti SGB identificirali fimbrijske komponente, ki omogočajo adhezijo SGB na 
gostiteljeva tkiva in transepitelijsko migracijo (95, 148). Poleg tega so ugotovili tudi, 
da so te komponente precej homogene ne glede na serotip in kot take primerne kot 
tarča za razvoj univerzalnega cepiva proti SGB (149). Primerjava obeh metod razvoja 
cepiv je shematsko prikazana na Sliki 1.13. 
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Slika 1.13: Pristopi k razvoju cepiv. a) standarden pristop in b) obraten pristop (prirejeno po 
14). 
Nedavna raziskava v Evropski Uniji je s statističnim modeliranjem identificirala 
imunizacijo mater kot najbolj učinkovito metodo zmanjševanja bremena bolezni, 
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povzročene s SGB (15). Program cepljenja naj bi potencialno zmanjšal delež 
prezgodnjih porodov za 1 do 4 %, delež mrtvorojenosti pa celo za 5 do 10 % (15, 150). 
Ključna pomembnost cepiva je predvsem pri preprečevanju pozne okužbe s SGB, na 
katero s trenutnimi preventivnimi ukrepi ne moremo vplivati.  
Najbolj učinkovita, vzdržna in stroškovno učinkovita metoda je vsekakor cepljenje 
pred nosečnostjo (95). Ker pa se globalno deleži serotipov precej razlikujejo, je 
ključno stalno spremljanje časovnih in geografskih trendov distribucije posameznih 
serotipov, da bi lahko razvili cepiva, prilagojena na specifično geografsko območje 
(106). Druga privlačnejša možnost pa je, da kot antigene uporabimo druge virulentne 
dejavnike, ki se med posameznimi serotipi ne razlikujejo. 
 
1.4 Imunski sistem 
 
Imunski sistem sestavljajo številne molekule in celice, ki sodelujejo pri obrambi 
organizma pred okužbo in drugimi toksičnimi substancami. Za učinkovito delovanje 
mora imunski sistem izpolnjevati štiri glavne naloge, in sicer imunološko prepoznavo, 
efektorsko funkcijo, regulacijo imunosti in imunološki spomin (151). Koža in 
sluznične površine predstavljajo prve pregrade pred okužbo, medtem ko lahko 
imunski sistem v grobem razdelimo na tri dele, sistem komplementa, sistem prirojene 
imunosti in sistem pridobljene imunosti (151).  
 
1.4.1 Razvoj imunskega sistema 
 
Razvoj imunskega sistema se prične okrog drugega tedna gestacijske starosti s 
pojavom pluripotentnih hematopoetskih matičnih celic v rumenjakovi vrečki. Te 
kasneje potujejo v jetra ploda in od tam v kostni mozeg, kjer se nato nahajajo do konca 
življenja (152).  
Imunski odziv je odvisen od delovanja belih krvnih celic oz. levkocitov. Levkociti 
izvirajo iz pluripotentnih hematopoetskih matičnih celic v kostnem mozgu. Iz 
matičnih celic izvirata dve glavni vrsti levkocitov, to sta mieolidna in limfoidna vrsta. 
Iz skupnega limfoidnega prekurzorja izvirajo limfoidni levkociti, ki so celice B, celice 
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T in naravne celice ubijalke. Iz skupnega mieolidnega prekurzorja pa izvirajo preostali 
levkociti, eritrociti in megakariociti, iz katerih nato nastanejo trombociti (151).  
Nadaljnji razvoj limfoidne vrste poteka v primarnih limfatičnih organih, med katere 
spadata priželjc in kostni mozeg (152). V sekundarnih limfatičnih organih, kamor 
spadajo vranica, bezgavke, Peyerjeve plošče, mandlji in lamina propria sluznic, pa 
poteka diferenciacija celic B, celic T in celic ubijalk (151, 152).  
 
1.4.2 Sistem komplementa 
 
Sistem komplementa je pomembna komponenta prirojene imunosti in kot tak 
predstavlja prvo linijo obrambe proti patogenom (151). Sestavljajo ga številni 
proteini, ki nastajajo v jetrih in sodelujejo pri opsonizaciji mikrobov, rekrutirajo 
fagocite na mesto vnetja in v nekaterih primerih celo neposredno uničijo mikrobe. V 
plazmi so v neaktivni obliki in se aktivirajo šele v prisotnosti patogenov (151).  
Aktivacija komplementa je pravzaprav proteolitična kaskada, pri kateri se neaktivna 
oblika prekurzorskega encima spremeni v aktivno proteinazo, ki nato cepi in s tem 
inducira proteolitično aktivnost naslednje komponente komplementa v kaskadi (153). 
Na ta način se število aktivnih proteinov, ki opravljajo efektorske funkcije 
komplementa, močno poveča.  
Prvi korak v aktivaciji sistema komplementa je prepoznava molekul na površju 
mikrobov, ki poteka na tri načine. Obstajajo tri različne poti aktivacije komplementa, 
in sicer klasična, alternativna in lektinska pot. Klasično pot aktivirajo protitelesa, 
vezana na površje patogena, ali patogen sam. Protein C1q se veže na Fc del protiteles 
in na ta način aktivira proteinazi C1s in C1r, ki nato sprožita proteolitično kaskado. 
Klasična pot je tudi eden glavnih efektorskih mehanizmov humoralnega dela 
pridobljene imunosti. Alternativno pot aktivira predvsem lipopolisaharid (LPS) na 
površju bakterij, na katerega se veže protein C3. C3 se sicer konstitutivno aktivira tudi 
v serumu, vendar ga aktivirajo regulatorni proteini na površju gostiteljevih celic, ki pa 
jih bakterije nimajo. Lektinsko pot aktivirajo manoza in drugi ogljikovi hidrati, vezani 
na površje. Vse tri poti vodijo v tvorbo encimskega kompleksa, ki lahko cepi 
najštevilčnejši protein komplementa, to je C3 (153). Vse tri poti se združijo v tvorbi 
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membranskega kompleksa napada (MAC), sestavljenega iz proteinov C6-C9, ki se 
pritrdi na celično membrano patogenov, tvori pore v njihovih membranah in s tem 
povzroči smrt patogena (154). Vse tri poti so prikazane na Sliki 1.14. 
 
 
Slika 1.14: Sistem komplementa. Vse poti končajo s tvorbo opsoninov, ki privabljajo druge 
celice (spodaj levo), kemokinov, ki pomagajo pri fagocitozi (spodaj na sredini), in kompleksa 
MAC, ki prekinja celično membrano in povzroča celično lizo (spodaj desno) (prirejeno po 151). 
 
Ob teh neposrednih učinkih pa stranski produkti poti opsonini in kemokini pomagajo 
pri fagocitozi in privabljajo druge imunske celice na mesto okužbe, kot je prikazano 
na Sliki 1.15 (151, 155).  
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Slika 1.15: Funkcije komplementa. Prikazane so glavne obrambne funkcije komplementa. A) 
na celice vezan C3b je opsonin, ki promovira fagocitozo celic; B) proteolitična produkta C3a 
in C5a privabljata levkocite in spodbujata vnetje; C) MAC povzroča lizo celic (prirejeno po 
153). 
 
Aktivacija kaskade komplementa in stabilnosti aktivnih proteinov komplementa sta 
tesno regulirani, da se prepreči aktivacija komplementa na normalnih gostiteljskih 
celicah ter da trajanje aktivacije ni predolgo tudi na površju mikrobov. Komplement 
regulirajo številni proteini, ki se nahajajo bodisi prosto v plazmi ali vezani na površino 
celic. Različni regulatorni proteini inhibirajo tvorbo konvertaze C3 v zgodnjih 
stopnjah aktivacije komplementa, inaktivirajo konvertazi C3 in C5 ter inhibirajo 
tvorbo kompleksa MAC v kasnejših stopnjah aktivacije (153). Pomemben regulator 
alternativne poti, ki je pomembna pri obrambi ob okužbi s SGB, je faktor H. Faktor H 
je plazemski protein, ki inhibira vezavo Bb komponente konvertaze C3 na C3b, na ta 
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način prepreči nastanek konvertaze C3 in onemogoči nadaljevanje kaskade v 
alternativni poti aktivacije komplementa (153). Poleg tega faktor H pospeši razgradnjo 
že nastalega kompleksa C3bBb in deluje kot kofaktor za razgradnjo konvertaze C3, 
posredovane s faktorjem I (156). Faktor H se tudi preferenčno veže na površino celic, 
ki je bogata s sialično kislino. Sesalske celice na površini vsebujejo precej več sialične 
kisline kot mikrobi, zato faktor H preprečuje aktivacijo komplementa na normalnih 
celicah in favorizira aktivacijo na celicah mikroba (153).  
 
1.4.3 Sistem prirojene imunosti 
 
Iz skupnega mieloidnega prekurzorja izvira večina celic prirojene imunosti, razen 
naravnih celic ubijalk, in sicer makrofagi, granulociti, mastociti in dendritične celice 
(151).  
Monociti in makrofagi so pomembni pri odzivih prirojene imunosti, popravi tkiv in 
predstavljanju antigenov (151, 152). Monociti izvirajo iz kostnega mozga, od koder 
se stalno sproščajo v krvni obtok. Ob prisotnosti vnetja potujejo na mesto poškodbe 
in pomagajo obstoječi populaciji makrofagov (157).  
Makrofagi imajo relativno dolgo življenjsko dobo in v imunskem odzivu opravljajo 
številne funkcije. Predstavljajo eno prvih obrambnih linij zaradi svoje sposobnosti 
fagocitoze patogenih mikroorganizmov (158). Poleg tega pomagajo pri spodbujanju 
vnetja s sproščanjem mediatorjev, ki privabljajo druge imunske celice. Delujejo tudi 
kot antigen predstavitvene celice, odstranjujejo ostanke celic in sodelujejo pri popravi 
tkiv (151, 152).  
Granulociti so poimenovani po zrncih v njihovi citoplazmi in se delijo na nevtrofilne, 
eozinofilne in bazofilne granulocite. Njihova življenjska doba traja le nekaj dni, 
vendar se v času okužbe njihovo število močno poveča, zapuščajo krvni obtok in 
potujejo na mesta okužbe. Nevtrofilci so najpomembnejše celice prirojene imunosti, 
saj fagocitirajo opsonizirane mikrobe in jih uničujejo s pomočjo encimov v 
citoplazemskih zrncih (151). 
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Mastociti se nahajajo v tkivih, v svojih citoplazemskih zrncih ravno tako vsebujejo 
številne mediatorje, posebej pa so pomembni pri vnetnem odzivu ob alergijskih 
reakcijah (159).  
Naravne celice ubijalke izvirajo iz limfoidne celične vrste in so pravzaprav veliki, 
granulirani limfociti. Pomembne so pri prepoznavanju in uničevanju nenormalnih 
celic, kot so tumorske celice ali celice, okužene z virusi (151).  
Dendritične celice so poleg nevtrofilcev in makrofagov tretje imunske celice, 
sposobne fagocitoze. Njihova glavna vloga v imunskem sistemu pa ni fagocitoza, 
temveč predstavljanje antigenov celicam pridobljene imunosti. Na ta način 
dendritične celice torej predstavljajo most med sistemoma prirojene in pridobljene 
imunosti (160). 
Vloge posameznih celic prirojene imunosti so povzete v Tabeli 1.1. 
Tabela 1.1: Povzetek vlog celic prirojene imunosti (prirejeno po 151).  
 
Celica Aktivna vloga 
Makrofag Fagocitoza, predstavitev antigenov 
Dendritična celica Prevzem antigenov na periferiji, predstavitev antigenov 
Nevtrofilec Fagocitoza, aktivacija baktericidnih mehanizmov 
Eozinofilec Uničevanje opsoniziranih parazitov 
Bazofilec Spodbujanje alergijskega odziva, okrepitev anti-
parazitske imunosti  
Mastocit Sproščanje pro-vnetnih mediatorjev, nevtralizacija 
toksinov 
Naravna celica ubijalka Indukcija smrti celic, okuženih z virusi 
 
1.4.4 Sistem pridobljene imunosti 
 
Ključnega pomena je, da je imunski sistem sposoben prepoznati in delovati proti 
številnim patogenom, s katerimi se organizem sreča v času življenja. Glavne prednosti 
sistema pridobljene imunosti so specifičnost, okrepljen imunski odziv in razvoj 
imunskega spomina. Vse to omogoča variabilnost antigenskih receptorjev na površini 
limfocitov, ki so glavne celice pridobljene imunosti (151). 
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Dve glavni vrsti limfocitov sta celica B in celica T. Limfociti so edine celice, sposobne 
prepoznave specifičnih antigenov. Limfatične organe lahko razdelimo na centralne ali 
primarne in periferne ali sekundarne. Primarna limfatična organa sta priželjc in kostni 
mozeg in sta mesti zorenja celic T oz. B. Sekundarni limfatični organi so bezgavke, 
vranica in limfatična tkiva sluznic, kjer se limfociti srečajo z antigeni in tvorijo 
pridobljeni imunski odziv (151, 152).  
Glede na proteine na celični površini, ki so udeleženi pri funkciji celic, lahko celice T 
razdelimo v dva glavna razreda, in sicer celice CD4+ in CD8+. CD8+ ali citotoksične 
celice T neposredno uničujejo okužene celice in so pomembne pri virusni okužbi. 
CD4+ ali celice T pomagalke pa se delijo na 4 razrede in s svojimi citokini pomagajo 
pri delovanju ostalih imunskih celic (151).  
Glavna efektorska funkcija celic B je tvorba protiteles, zato pravimo, da so del 
humoralne imunosti. Protitelesa ali imunoglobulini (Ig) so zelo specifična in 
usmerjena proti točno določenemu antigenu. Učinkujejo na tri načine, in sicer 
povzročajo nevtralizacijo in opsonizacijo, obe nato vodita v fagocitozo ter aktivirajo 
sistem komplementa (151). Poznamo pet vrst protiteles, njihove značilnosti so povzete 
v Tabeli 1.2. 
Protitelesni odziv delimo na primarni in sekundarni. Pri primarnem odzivu antigen 
potuje v bezgavke, kjer ga ob pomoči dendritičnih celic in celic T pomagalk prepozna 
celica B in se pretvori v plazmatko, ki tvori protitelesa. Pri tem odzivu nastajajo samo 
protitelesa IgM z nizko afiniteto. Ob tem pa se nekatere celice B preoblikujejo v 
spominske celice, ki ob ponovnem stiku z istim antigenom lahko tvorijo protitelesa 
IgG, A in E. To imenujemo sekundarni odziv, pri katerem se plazmatke tvorijo hitreje, 
protitelesa, ki jih izločajo, pa imajo večjo afiniteto (151).  
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Tabela 1.2: Pet razredov protiteles (prirejeno po 161).  
 
 Vrsta protitelesa (Ab) 
 IgM IgG IgA IgE IgD 
Težka veriga µ γ α ε δ 
Delež od 
vseh Ab v 
serumu 
6% 80% 13% 0,002% 1% 
Prečkajo 
posteljico 
ne da ne ne ne 
Vežejo 
komplement 
da da ne ne ne 
Vloga  Primarni 
odziv (v 
topni 
pentamerični 
obliki); IgM 
monomer 
deluje kot B 
celični 
receptor 
Glavno 
serumsko Ab 
v 
sekundarnem 
odzivu, 
nevtralizacija, 
opsonizacija 
Izločanje 
v sluz, 
slino, 
solze, 
kolostrum 
Sodelujejo 
pri alergiji 
in odzivu 
proti 
parazitom 
B 
celični 
receptor 
 
 
1.4.5 Neonatalna imunost 
 
Novorojenčke pred okužbo varujejo materina protitelesa, ki prek posteljice prehajajo 
v plodov krvni obtok, in protitelesa v materinem mleku, ki prek epitela 
novorojenčkovega prebavnega trakta prehajajo s pomočjo transcitoze. 
Novorojenčki niso sposobni razviti učinkovitega imunskega odziva proti mikrobom, 
tako da je v prvih mesecih življenja njihova glavna obramba proti mikrobom pasivna 
imunost z materinimi protitelesi. Prek posteljice prehajajo materina protitelesa IgG, z 
materinim mlekom pa lahko zaužijejo protitelesa IgG in IgA. Zaužita protitelesa lahko 
nevtralizirajo patogene organizme, ki poskušajo kolonizirati novorojenčkova 
prebavila, zaužita protitelesa IgG pa se prenesejo tudi v novorojenčkov krvni obtok. 
Novorojenček tako pravzaprav vsebuje ista protitelesa IgG kot mama (153). 
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1.5 Imunski odziv ob okužbi s SGB 
 
Odkar so se pojavili živalski gostitelji, so morali mikrobi razviti načine, kako se 
izogniti delovanju imunskega sistema. Prvo pomembno pregrado pred okužbo 
predstavljajo koža in sluznice, medtem ko lahko imunski sistem v grobem razdelimo 
na tri dele, in sicer na sistem komplementa, sistem prirojene imunosti in sistem 
pridobljene imunosti (151). V prvo linijo obrambe pri okužbi s SGB sodi sistem 
komplementa (156). 
 
1.5.1 Imunski odziv ob bakterijski okužbi 
 
Ob okužbi z bakterijami do bolezni pride zaradi dveh različnih mehanizmov. Pri 
prvem mehanizmu bakterije spodbujajo vnetje, ki povzroči uničenje tkiv na mestu 
okužbe. Pri drugem mehanizmu pa bakterije tvorijo toksine, ki imajo različne 
patološke učinke (153).  
Glavni mehanizmi prirojene imunosti v borbi proti bakterijski okužbi so aktivacija 
komplementa, fagocitoza in vnetni odziv (153). Glikopeptidi v celični steni po Gramu 
pozitivnih bakterij aktivirajo komplement po alternativni poti. Posledica aktivacije 
komplementa sta opsonizacija in fagocitoza bakterij ter izločanje stranskih produktov, 
ki spodbujajo vnetni odziv s privabljanjem in aktivacijo levkocitov. Fagociti 
(nevtrofilci in makrofagi) s površinskimi receptorji prepoznajo opsonizirane bakterije. 
Produkti mikroorganizmov aktivirajo Toll-like receptorje (TLR), ki spodbujajo 
fagocitozo in mikrobicidno aktivnost fagocitov (153).  
Glavni zaščitni odgovor pri okužbi z zunajceličnimi bakterijami je pridobljena 
imunost, ki eliminira mikrobe in nevtralizira njihove toksine. Protitelesni odziv je 
usmerjen proti antigenom celične stene in bakterijskim toksinom. Proteinski antigeni 
bakterij obenem tudi aktivirajo CD4+ celice T, ki izločajo citokine, ki spodbujajo 
lokalno vnetje, okrepijo fagocitno in mikrobicidno aktivnost nevtrofilcev in 
makrofagov in stimulirajo tvorbo protiteles (153). Imunski odziv ob okužbi z 
zunajceličnimi bakterijami je prikazan na Sliki 1.16.  
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Slika 1.16: Imunski odziv ob okužbi z zunajceličnimi bakterijami. Imunski odziv je sestavljen 
iz A) tvorbe protiteles in B) aktivacije CD4+ celic T pomagalk (prirejeno po 153). 
 
Bakterije uporabljajo številne mehanizme, s katerimi se izogibajo delovanju 
imunskega sistema. Bakterije, ki imajo kapsule bogate s polisaharidi, so odporne proti 
fagocitozi in zato precej bolj virulentne. Poleg tega kapsule številnih po Gramu 
pozitivnih bakterij (tudi SGB) vsebujejo sialično kislino, kar inhibira delovanje 
alternativne poti komplementa (153, 162).  
 
1.5.2 Imunski odziv ob okužbi s SGB 
 
Sistem komplementa sodi v prvo linijo obrambe pri okužbi s SGB. Zaradi sestave 
polisaharidne kapsule je SGB dokaj odporen proti delovanju terminalnega kompleksa 
(MAC). Izmed vseh funkcij sistema komplementa, ki so naštete zgoraj, sta proti po 
Gramu pozitivnim bakterijam, kamor spada tudi SGB, najbolj učinkoviti opsonizacija 
s C3b in privabljanje fagocitov na mesto vnetja s C5a (163).  
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SGB se odlaganju C3b na svojo površino upira na dva načina, in sicer z vezavo 
gostiteljevega faktorja H prek specifičnih interakcij s proteini ali s sializacijo 
kapsularnega polisaharida (156). Polisaharidna kapsula SGB preprečuje 
opsofagocitozo, izolati s povečano koncentracijo polisaharida na svoji kapsuli pa naj 
bi bili povezani z večjo invazivnostjo (164).  
Glavni mehanizem, s katerim se SGB torej upira delovanju imunskega sistema, je 
vezava faktorja H in s tem inhibicija delovanja alternativne poti komplementa. Pri 
novorojenčkih je namreč odlaganje C3 na površju bakterije in kasnejša fagocitoza 
glavni mehanizem obrambe proti SGB (76). Vezava faktorja H naj bi SGB poleg 
obrambe proti komplementu omogočala tudi močnejšo interakcijo s celicami 
možganskega žilnega endotela in na ta način pripomogla k prehajanju preko krvno-
možganske pregrade in večji invazivnosti bakterije (77).  
Vezavo faktorja H naj bi omogočal površinski protein Bac, ki je eden izmed 
pomembnih virulentnih dejavnikov SGB (75). Zanimivo pa je, da je bil do sedaj ta 
protein dokazan samo pri SGB serotipa I, ne pa tudi pri najpogostejšem povzročitelju 
invazivne okužbe serotipu III, kar bi lahko pomagalo razložiti njegovo povečano 
invazivnost (165). Glavni mediator vezave faktorja H pri serotipu III naj bi bila torej 
sialična kislina na polisaharidni kapsuli (76). V zadnjem času pa so pri serotipu III 
ugotovili prisotnost proteina SHT, ki bi lahko s pomočjo kompleksa še dveh proteinov 
omogočal vezavo faktorja H in s tem odpornost proti delovanju komplementa, kot je 
shematično prikazano na Sliki 1.17 (76). Vsi ti virulentni dejavniki so seveda 
atraktivna potencialna tarča za razvoj cepiv proti SGB. 
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Slika 1.17: Shematičen prikaz vloge proteina SHT pri izogibanju delovanja komplementa. A) 
Delovanje komplementa v obrambi proti okužbi. B) Prisotnost proteina SHT onemogoča 
uničenje bakterije (prirejeno po 76). 
 
1.6 Javnozdravstveni pomen poznavanja problematike SGB 
 
SGB ostaja daleč najpogostejši povzročitelj, izoliran iz krvi ali možganske tekočine 
pri dojenčkih, mlajših od treh mesecev, ter pri ženskah z obporodno okužbo (166). 
Perinatalno breme bolezni je veliko. Kaže se lahko s povečano incidenco splavov, 
mrtvorojenosti in prezgodnjega poroda. Novorojenčke lahko bolezen smrtno ogroža, 
ob preboleli okužbi, zlasti če je ta povezana z meningitisom, pa so pogoste nevrološke 
posledice. 
Zaradi vseh teh razlogov je poznavanje problematike SGB vsekakor zelo pomembno. 
Z uporabo obporodne kemoprofilakse smo sicer uspeli nekoliko zmanjšati incidenco 
zgodnje okužbe, incidenca pozne okužbe pa ostaja enaka.  
Kljub vsem uvedenim ukrepom še nismo popolnoma izkoreninili neonatalne okužbe 
s SGB, zato je razvoj cepiva proti SGB, ki bi precej pripomoglo k zmanjšanju 
incidence pozne okužbe, še vedno zelo pomembna javnozdravstvena naloga. Za 
razvoj cepiv, prilagojenih na specifično geografsko območje, pa sta nujno potrebna 
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stalno spremljanje časovnih in geografskih trendov distribucije posameznih serotipov 
in prepoznava pomembnih virulentnih dejavnikov invazivnih izolatov. 
 
1.7 Problematika SGB v Sloveniji 
 
V Sloveniji so podatki o bremenu bolezni, povzročenih s SGB, precej skopi. Do sedaj 
sta bili objavljeni dve raziskavi o prevalenci kolonizacije s SGB med nosečnicami, od 
tega ena omejena na severno-primorsko regijo in ena omejena na osrednjeslovensko 
regijo (94, 167). Objavljena je bila tudi ena raziskava o incidenci invazivne neonatalne 
okužbe s SGB (103). Podatkov o razporeditvi in deležu posameznih serotipov SGB, 
ki bi povzročali neonatalno okužbo, nimamo.  
Odločitev za uporabo obporodne kemoprofilakse v Sloveniji temelji na osnovi 
prisotnosti dejavnikov tveganja. Nedavno objavljena velika nizozemska prospektivna 
študija je pokazala, da kljub uporabi profilakse na osnovi dejavnikov tveganja 
pojavnost invazivne okužbe s SGB ni padla, temveč je celo narasla (17).  
Kljub temu, da je SGB glavni povzročitelj neonatalnih okužb in da številne 
mednarodne organizacije priporočajo uvedbo univerzalnega presejalnega testiranja 
vseh nosečnic za ugotavljanje kolonizacije s SGB, v Sloveniji enotne strategije za 
preprečevanje okužbe nimamo (94). 
 
1.7.1 Pomen doktorskega dela 
 
Problematika SGB v Sloveniji je slabo raziskana. Z doktorskim delom želimo 
zapolniti vrzel, ki vlada na področju poznavanja molekularne epidemiologije SGB v 
Sloveniji.  
Z opredelitvijo zbranih izolatov bomo ugotovili, kakšna je epidemiološka situacija v 
Sloveniji in kako se primerja z ostalo Evropo in svetom, ter ugotovili, katera izmed 
polisaharidnih cepiv bi bila za naše območje potencialno najbolj uporabna.  
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Glede na pričakovanja, da je SGB serotipa III CC-17 prevladujoč med invazivnimi 
izolati, bi lahko pripomogli k razvoju tarčnega testiranja za omenjeni izolat in bolj 
usmerjenega zdravljenja okužb s SGB.  
Ne nazadnje želimo z rezultati doktorskega dela vplivati na zdravstveno politiko, da 
sprejme nacionalno strategijo za preprečevanje neonatalne okužbe s SGB in ponovno 
premisli o smiselnosti uvedbe univerzalnega presejalnega testiranja kolonizacije 
nosečnic s SGB. 
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2 NAMEN DELA 
 
Streptococcus agalactiae (streptokok skupine B ali SGB) je najpogostejši povzročitelj 
invazivnih neonatalnih okužb, vendar so podatki o razširjenosti in značilnostih 
posameznih sevov SGB v Sloveniji nepopolni. Namen raziskave je bil molekularno 
epidemiološko opredeliti invazivne izolate SGB v Sloveniji v letih 2001-2018 ter 
prepoznati razlike v prisotnosti genov za virulentne dejavnike med invazivnimi in 
kolonizacijskimi izolati.
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3 HIPOTEZE 
 
1. Invazivni izolati bakterije Streptococcus agalactiae (SGB) so genotipsko 
homogena skupina; delež posameznih izolatov v Sloveniji je podoben kot 
drugod po Evropi. 
2. Med invazivnimi izolati SGB v neonatalnem obdobju prevladujejo izolati 
serotipa III klonskega kompleksa 17 (CC-17), opazen je porast deleža CC-17 
skozi čas. 
3. SGB serotipa III CC-17 je prisoten tudi pri kolonizacijskih izolatih, vendar v 
manjšem deležu. 
4. Izolati, ki povzročajo zgodnjo oz. pozno okužbo, se med seboj fenotipsko in 
genotipsko razlikujejo. 
5. Pri invazivnih izolatih je prisoten drugačen spekter genov za virulentne 
dejavnike kot pri kolonizacijskih izolatih. 
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4 METODE IN MATERIALI 
 
V raziskavi smo preučevali molekularno epidemiologijo SGB v Sloveniji med leti 
2001 in 2018. Pridobili smo demografske podatke otrok, katerih izolate smo uporabili 
v raziskavi. Invazivne izolate smo serotipizirali in jih fenotipsko in genotipsko 
opredelili. 
 
4.1 Lokacija in dovoljenje etične komisije 
 
Na IMI ULMF smo opravili zbiranje bakterijskih izolatov, fenotipsko opredelitev in 
obdelavo podatkov. Izolate smo genetsko opredelili v Univerzitetni bolnišnici v 
Örebroju na Švedskem. Za raziskavo smo pridobili dovoljenje Komisije Republike 
Slovenije za medicinsko etiko št. KME 54/07/15. 
 
4.2 Preiskovana populacija 
 
Zbrali smo vse obstoječe invazivne izolate SGB vzorca 101 bolnika starostne skupine 
0 do 12 mesecev, ki so bili izolirani med leti 2001 in 2018 v Sloveniji (n = 114 
izolatov). Kot invazivne smo opredelili izolate, ki so bili izolirani iz hemokultur ali 
likvorja otrok, obolelih s klinično potrjeno zgodnjo ali pozno okužbo s SGB. Izolate 
smo pridobili iz arhiva izolatov IMI ULMF (Ljubljana) in NLZOH Maribor 
(Maribor), NLZOH Celje (Celje) ter NLZOH Koper (Koper). Zbrani izolati 
predstavljajo približno 42 % izolatov iz vseh primerov invazivne neonatalne okužbe 
v Sloveniji (Tabela 4.1). Primerjalni vzorec so sestavljali kolonizacijski izolati 70 
nosečnic (n = 71 izolatov), ki so opravile presejalno testiranje prisotnosti kolonizacije 
s SGB v zadnjem trimesečju nosečnosti v Ljubljani v letu 2018. V primerjalni vzorec 
smo vključili zaporedne nosečnice. 
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Tabela 4.1: Število rojstev v Sloveniji med leti 2002 in 2018 in izračunana reprezentativnost 
vzorca glede na ocenjeno incidenco invazivne neonatalne okužbe 0,7/1000 živorojenih (103).  
LETO ROJSTVA (n;%) 
2002 17 583 
2003 17 160 
2004 17 900 
2005 18 199 
2006 19 029 
2007 19 915 
2008 21 866 
2009 21 763 
2010 22 296 
2011 21 846 
2012 21 789 
2013 20 875 
2014 20 857 
2015 20 280 
2016 20 083 
2017 19 947 
2018 19 329 
SKUPNO 340 717 
VSI IZOLATI (ocenjeno število) = POPULACIJA 238 
RAZPOLOŽLJIVI IZOLATI (študija) = VZOREC 101 
DELEŽ = REPREZENTATIVNOST 42 % 
 
Pri 9 bolnikih smo imeli na voljo 2 invazivna izolata, pri 2 bolnikih pa tri invazivne 
izolate iz hemokulture ali likvorja. Prav tako smo zbrali 2 izolata nosečnice, ki je bila 
pozitivna pri testiranju kolonizacije v 21. in 26. tednu nosečnosti. Pri obdelavi 
podatkov smo upoštevali en izolat na bolnika/nosečnico, in sicer samo izolate iz 
likvorja oziroma prvi datirani izolat. 
 
4.3 Klinični podatki 
 
Demografske podatke otrok in njihovih mater, pri katerih smo osamili invazivne 
izolate, smo zbrali retrospektivno, s pomočjo popisov, porodnih zapisnikov in 
materinskih knjižic, s pomočjo podatkov iz laboratorijskih in bolnišničnih 
informacijskih sistemov. Kjer je bilo mogoče, smo za otroke zbrali podatke o spolu, 
gestacijski starosti, porodni teži, oceni po Apgarjevi in času začetka bolezni. Za mame 
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smo, če je bilo mogoče, zbrali podatke o starosti, številu plodov, tipu poroda, ali je bil 
opravljen bris na SGB, ali so bili prisotni dejavniki tveganja za obporodno okužbo in 
ali so prejele antibiotično profilakso. 
 
4.4 Določanje odpornosti proti antibiotikom 
 
Odpornost proti penicilinu in ampicilinu smo določili z gradient difuzijsko metodo 
Etest (BioMérieux, Marcy-l'Étoile, Francija) za določitev minimalne inhibitorne 
koncentracije (MIC). Odpornost proti vankomicinu, eritromicinu, klindamicinu, 
tetraciklinu, levofloksacinu in trimetoprim-sulfametoksazolu smo testirali z uporabo 
disk difuzijske metode. Interpretacijo rezultatov smo opravili s pomočjo smernic 
EUCAST v.10.0 (www.eucast.org).  
 
4.4.1 Disk difuzijska metoda 
 
Disk-difuzijska metoda na agarju je v uporabi od leta 1940 in jo uporabljajo v številnih 
laboratorijih za rutinsko določanje odpornosti proti antibiotikom (168). Temelji na 
objavljenih in odobrenih standardih za testiranje (169). Plošče z Mueller-Hintonovim 
agarjem z dodano konjsko krvjo (MH-F) smo inokulirali s standardizirano gostoto 
testiranega izolata. Na površino agarja smo nato nanesli diske iz filter papirja premera 
7 mm, prepojene s testiranim antibiotikom v želeni koncentraciji. Plošče smo nato en 
dan inkubirali pri temperaturi 35°C v atmosferi, obogateni s 5 % CO2. Antibiotik je v 
tem času difundiral v agar in inhibiral razmnoževanje in rast bakterij. Rezultate smo 
dobili tako, da smo izmerili premer inhibitorne rastne cone. Glede na premer smo nato 
izolate razvrstili v občutljive, občutljive ob visoki dozi in odporne proti testiranemu 
antibiotiku (170). 
 
4.4.2 Gradient difuzijska metoda (Etest) 
 
Gradient difuzijska metoda združuje principe difuzijske in dilucijske metode tako, da 
določimo minimalno inhibitorno koncentracijo (MIC) antibiotika (168). Na testnem 
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lističu Etest je nanešen gradient antibiotika, ki ob stiku s površino difundira v agar. V 
agarju tako nastane gradient, s katerim lahko na podlagi inhibitorne elipse določimo 
MIC bakterije za testirani antibiotik. Etest je komercialna oblika testiranja. Za 
testiranje smo uporabili enako gojišče in pogoje kot pri disk difuzijski metodi. 
Vrednost MIC smo določili glede na sečišče traku in inhibitorne elipse (171). 
 
4.5 Identifikacija in serotipizacija bakterij 
 
Klinične izolate, ki smo jih hranili na -80°C, smo sprva odmrznili, jih dvakrat precepili 
in jih nato nacepili na agarske plošče z dodatkom defibrinirane ovčje krvi. Plošče smo 
inkubirali pri 35°C in v atmosferi, obogateni s 5% CO2, ter izolirali beta-hemolitične 
kolonije. Za testiranje smo uporabili sveže bakterijske kulture, stare 18 do 24 ur. 
Identifikacijo testiranih bakterij smo potrdili s pomočjo masne spektrometrije 
(MALDI-TOF), kot je bilo opisano drugje (172). Uporabili smo instrument Microflex 
LT in programsko opremo MALDI Biotyper Compass s podatkovno knjižnico DB-
5989 (Bruker Daltonics, Bremen, Nemčija). 
Serotipizacijo smo izvedli s testom ImmuLex Strep-B-Latex (SSI Diagnostica, 
Hillerød, Danska), ki temelji na lateksni aglutinaciji z uporabo monospecifičnih 
antiserumov proti serotipom SGB Ia, Ib, II, III, IV, V, VI, VII, VIII in IX (173, 174). 
Monospecifične antiserume proti 10 serotipom SGB smo pomešali s svežimi 
bakterijskimi kulturami v razmerju 10 µl proti 10 µl, rezultate pa interpretirali glede 
na aglutinacijo v 10 do 30 sekundah. Aglutinacije smo izvedli zaporedno in z njimi 
prenehali po pozitivni reakciji z antiserumom. Ko smo imeli na voljo rezultate 
molekularne serotipizacije z WGS, smo pri diskrepantnih izolatih klasično 
serotipizacijo ponovili in rezultate drugega testiranja uporabili kot končne. Rezultate 
klasičnih in molekularnih metod smo med seboj primerjali. 
 
4.5.1 MALDI TOF 
 
Masna spektrometrija oziroma Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation – Time 
of Flight (MALDI-TOF) je orodje, ki omogoča hitro identifikacijo bakterij na podlagi 
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spektra njihovih peptidov (172, 175). Pri tej metodi bakterijske celice namestimo 
neposredno na testno ploščico ter jih pomešamo z matriksom, tako da ohranimo 
njihovo integriteto. Ko se mešanica bakterij in matriksa posuši, jo obstreljujemo z 
laserjem, s čimer ustvarimo ione v plinski fazi, ki nato potujejo v cev. Analiziramo 
lahko tako negativne kot pozitivne ione. Želeno vrsto bakterij nato identificiramo na 
podlagi razmerja med maso in nabojem (176). 
 
4.6 Genetska opredelitev sevov 
 
Testirane izolate smo genotipsko opredelili z uporabo metode WGS, pri kateri smo 
pomnožili celoten genom bakterije. Glede na nukleotidno zaporedje sedmih hišnih 
genov (adhP, pheS, atr, glnA, sdhA, glcK in tkt) smo določili alel in ga razvrstili v 
sekvenčni tip (ST) s pomočjo podatkovne baze GBS MLST, dostopne na svetovnem 
spletu (http://pubmlst.org/sagalactiae). Glede na alelni profil smo vsakemu izolatu 
določili sekvenčni tip. Sekvenčne tipe smo s pomočjo programskega orodja eBURST 
uvrstili v klonske komplekse (CC) na podlagi sorodnosti alelov MLST (24, 177). 
Ekstrakcijo DNA smo opravili s pomočjo QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi 
Kit (Qiagen, Hilden, Nemčija). Pred ekstrakcijo DNA smo vzorce za 60 minut pri 
temperaturi 37°C izpostavili delovanju pufra, sestavljenega iz lizocima (20 mg/ml), 
mutanolizina (250 E/ml) in lizostafina (220 E/ml) za prekinitev bakterijske celične 
stene (178). Pred WGS smo očiščeno DNA shranili pri -80°C. 
WGS smo opravili na sistemu Illumina MiSeq System (Illumina, Eindhoven, 
Nizozemska) z uporabo testnega kompleta za pripravo genomske knjižnice 
NexteraXT. V enem testnem kompletu smo sekvencirali 48 izolatov. Tako dobljena 
parna kratka zaporedja smo obdelali s programsko opremo CLC Genomic Workbench 
12 (Qiagen Bioinformatics, Århus, Danska) in jih shranili v arhiv European 
Nucleotide Archive (ENA); številka projekta PRJEB 35421. 
De novo sestavo genoma posameznih izolatov smo izvedli s pomočjo programskega 
orodja CLC Genomics Workbench 12.0.1 in s pomočjo orodja Velvet 1.2.10, ki smo 
ga uporabili v primeru razreševanja rezultatov sekvenc 
(https://github.com/dzerbino/velvet/tree/master) (179). Za analizo tako dobljenih 
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genomov smo uporabili dve glavni orodji. Najprej smo uporabili orodje in_silico_pcr 
(https://github.com/egonozer/in_silico_pcr), s katerim smo s pomočjo znanih parov 
začetnih oligonukleotidov in silico ugotavljali prisotnost in nukleotidno zaporedje 
gena ali dela gena. Nato smo uporabili orodje za iskanje specifičnih nukleotidnih 
zaporedij v genu ali v genomu BLAST command-line (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov).  
Tipizacijo MLST smo opravili s pomočjo orodja MLST 
(https://github.com/tseemann/mlst). Določitev CC smo opravili s pomočjo orodja 
eBURST v3 (http://eburst.mlst.net) (34, 180). Opravili smo še molekularno 
serotipizacijo, tipizacijo z metodo analize lokusa CRISPR in opredelitev genov za 
virulentne dejavnike. 
Molekularno serotipizacijo smo opravili z analizo lokusa cps, ki kodira kapsularni 
polisaharid SGB. Sestavljen je iz 16 do 18 genov, razvrščenih v centralni variabilni 
regiji cpsG-K, ki jo na vsaki strani obdajata dve konstanti regiji, in sicer cpsA-F in 
cpsL-neuA (5). Za določitev molekularnega serotipa smo uporabili in_silico_pcr s pari 
začetnih oligonukleotidov, usmerjenih proti variabilni regiji (9). Genome smo nato z 
orodjem BLAST primerjali z opisanimi zaporedji variabilne regije cpsG-K s 94 % 
pragom za dodelitev serotipa (181). Na koncu smo primerjali rezultate, dobljene s 
klasičnimi in molekularnimi metodami.  
Z uporabo orodja in_silico_pcr in opisanimi pari primerjev smo iz dobljenega genoma 
izolirali lokus CRISPR1 (44). Zaporedja smo enosmerno usmerili z uporabo –r 
možnosti v orodju. Za ekstrakcijo in označitev ponovitev, presledkov in obkrožujočih 
vodilnih in končnih regij smo uporabili orodje CRISPRCasFinder 
(https://crisprcas.i2bc.paris-saclay.fr/CrisprCasFinder/Index) (182). Iz slovarja vseh 
razpoložljivih zaporedij presledkov v SGB, pridobljenih iz baze CRISPRtionary 
(https://crispr.i2bc.paris-saclay.fr/CRISPRcompar/Dict/Dict.php), ki je v času 
zadnjega dostopanja 27.5.2019 vsebovala 1430 presledkov, smo ustvarili nukleotidno 
bazo podatkov BLAST. Z orodjem BLAST smo nato zaporedja presledkov, vključno 
z najstarejšim presledkom na končnem delu, prevedli v številke, določene v slovarju 
(43). Prevedene presledke smo razvrstili v smeri od končnega proti vodilnemu delu s 
pomočjo Excela (Microsoft, Redmond, ZDA) in jih primerjali z MLST ST, CC in 
topološkim položajem v filogenetskem drevesu.  
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4.6.1 Metoda tipizacije na osnovi multilokusnih zaporedij (MLST) 
 
MLST je splošen princip, s katerim dobimo podatke, primerne za epidemiološko 
preučevanje bakterijskih patogenov, ki obenem odseva tudi njihovo evolucijsko in 
populacijsko biologijo. Temelji na prepoznavanju različic v številnih hišnih lokusih, 
ki jih določimo z opredelitvijo nukleotidnega zaporedja genskih fragmentov (35). 
Vsem unikatnim sekvencam na danem lokusu določimo alelno številko, alele, prisotne 
na vsakem od lokusov MLST, združimo v alelni profil in jim dodelimo sekvenčni tip, 
sekvenčne tipe pa nato združimo v klonske komplekse (Slika 4.1) (35). Prednost te 
metode je, da je povsem avtomatizirana, podatke pa lahko primerjamo z bazami 
podatkov na svetovnem spletu. 
 
Slika 4.1: MLST in analiza bakterijskih patogenov (prirejeno po 35). 
 
4.6.2 Gruče enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih ponovitev (CRISPR) 
 
Gruče enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih ponovitev (Clustered Regularly 
Interspaced Short Palindromic Repeats – CRISPR) imajo pomembno vlogo pri 
obrambi bakterije pred tujimi mobilnimi genetskimi elementi. Tipiziranje lokusa 
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CRISPR se je nedavno izkazalo kot dobro orodje za tipiziranje in subtipiziranje SGB 
(44). Lokus CRISPR-cas razreda 1 tipa 2A (CRISPR1) je uniformno prisoten v 
genomu SGB. Sestavljen je iz operonov, povezanih s CRISPR (cas), ki zapisujejo 
proteine, in iz matrike CRISPR, ki nosi zapis za serije izmeničnih kratkih ponovitev, 
v katerih so stalne ponovitve prekinjene z variabilnimi presledki približno iste dolžine. 
Variabilnost in položaj presledkov znotraj matrike CRISPR predstavljata osnovni 
princip tipiziranja, pri čemer je prvi (najstarejši) presledek pozicioniran na končnem 
delu, novi presledki pa se v mrežo CRISPR dodajajo na vodilnem delu (183). 
 
4.7 Opredelitev prisotnosti virulentnih dejavnikov 
 
Opredelitev genov za površinske proteine in virulentne dejavnike smo opravili in 
silico iz sestavljenih genomov, pridobljenih z WGS. Opredelili smo vse glavne gene 
in lokuse za površinske proteine in virulentne dejavnike SGB, vključno s fimbrijami, 
družino alfa podobnih (ALP) proteinov (alp1, rib, R28, alpha), peptidazo C5a (scpB), 
proteinom, ki veže laminin (lmb), hvgA, bibA, fbsA, fbsB, srr1, srr2 in beta proteinom. 
Poleg tega smo analizirali tudi regijo cfb, ki nosi zapis za hemolizin, ki je dobro znana 
tarča za molekularno detekcijo SGB. Iskali smo 4 nedavno opisane delecije, ki bi 
lahko vplivale na natančnost diagnostičnega testiranja (184). Za določitev genotipa 
fimbrij, ALP, srr in hvgA smo uporabili orodje BLAST in na spletu dosegljivo bazo 
podatkov (https://github.com/BenJamesMetcalf/GBS_Scripts_Reference) (181). Za 
genotipsko opredelitev scpB, lmb, fbsA, fbsB in cfb pa smo najprej s pomočjo orodja 
in_silico_pcr iz genoma izrezali želene gene. S pomočjo algoritma MUSCLE smo 
nato izolirana zaporedja poravnali in iz poravnav zgradili filogenetska drevesa s 
pomočjo algoritma BIONJ (185). Glavne klade genov smo nato razvrstili v specifične 
alele s številčnimi oznakami glede na topologijo in razdaljo v drevesih. Poravnavo in 
izgradnjo dreves smo izvedli s programsko opremo SeaView 4.7 (186). Površinski in 
virulentni genotip smo primerjali med skupinama invazivnih in kolonizacijskih 
izolatov, meta-podatkovni dokument pa smo uporabili za vizualizacijo v filogenetskih 
drevesih. 
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4.8 Izdelava filogenetskih dreves 
 
Filogenijo slovenskih invazivnih in kolonizacijskih izolatov SGB smo dobili z 
mapiranjem kratkih sekvenc, pridobljenih z WGS, na referenčni genom GBS 
NEM316 (NC_004368.1) s pomočjo orodja bwa (http://bio-bwa.sourceforge.net). 
Filogenetsko drevo največjega verjetja (maximum-likelihood, ML) smo določili z 
modelom generalizirane časovno reverzibilne substitucije in gama distribucijo z 
uporabo orodja RAxML (https://github.com/stamatak/standard-RAxML) (187). Z 
orodjem Gubbins (https://github.com/sanger-pathogens/gubbins) smo nato ustvarili 
poravnave z zakritjem rekombinacijskih dogodkov in ustvarili drugo filogenetsko 
drevo ML z izključenimi visoko polimorfnimi mesti. S tem naj bi pridobili bolj 
natančno rekonstrukcijo evolucije sevov (188). Obe filogenetski drevesi smo grafično 
prikazali s programoma Microreact (https://microreact.org) in Phandango 
(https://jameshadfield.github.io/phandango/#) (189, 190). 
 
4.9 Statistična analiza 
 
Rezultate smo prikazali z metodami opisne statistike in grafično s filogenetskimi 
drevesi. Statistično pomembnost povezave med obema preiskovanima skupinama 
izolatov (invazivni in kolonizacijski) smo preverili s testom hi-kvadrat za neodvisne 
spremenljivke. Za primerjavo povprečne dolžine in števila presledkov v lokusu 
CRISPR1 med izolati različnih CC smo uporabili test ANOVA. Za statistično 
pomembno smo vzeli vrednost p < 0,05. 
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5 REZULTATI 
 
5.1 Epidemiologija neonatalne okužbe s SGB 
5.1.1 Demografski podatki otrok 
 
Demografske značilnosti otrok, katerih invazivne vzorce smo uporabili v raziskavi, 
smo pridobili retrospektivno iz bolnišničnih informacijskih sistemov. V raziskavo 
smo vključili 101 bolnika z invazivno boleznijo in skupno 114 invazivnih izolatov, 
saj je bilo pri nekaj bolnikih na voljo več vzorcev (likvor in hemokultura) oz. je bilo 
pri istem bolniku odvzetih več kužnin (Slika 5.1). Osnovni demografski podatki otrok 
so predstavljeni v Tabeli 5.1. 
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Slika 5.1: Razporeditev invazivnih izolatov po letih (n = 114). 
 
Največ vzorcev smo pridobili iz Ljubljane, in sicer 42 % (n = 42), iz Maribora smo 
prejeli 25 % (n = 25) vzorcev, Celje in Koper pa sta prispevala 30 % (n = 30) oz. 4 % 
(n = 4) vseh vzorcev (Slika 5.2).  
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Slika 5.2: Razporeditev invazivnih izolatov glede na leto in laboratorij (n = 114). Kratice: CE 
– Celje, KP – Koper, LJ – Ljubljana, MB – Maribor. 
 
Tabela 5.1: Demografski podatki otrok z invazivno okužbo s SGB v Sloveniji v obdobju 2001–
2018.  
Demografski 
parameter 
Zgodnja 
okužba (%) 
LOD+VLOD 
(%) 
Skupaj (%) 
 
Vrednost p 
(*p < 0,05) 
Spol 
Skupaj 41 (40,6) 59 (58,4) 101 (100,0)  
Dečki 25 (61) 32 (54,2) 57 (56,4) 0,543 
Deklice 16 (39) 27 (45,8) 44 (43,6)  
Donošenost (n = 80) 
Nedonošeni 
(< 37 tednov) 
10 (30,3) 23 (48,9) 33 (41,3) 0,451 
Donošeni  
(≥ 37 tednov) 
23 (69,7) 24 (51,1) 47 (58,8)  
Porodna teža (n = 36) 
< 2500 g 2 (12,5) 11 (55)  13 (36,1) 0,014* 
≥ 2500 g 14 (87,5) 9 (45) 23 (63,9)  
Mesto 
Ljubljana 17 (41,5) 25 (42,4) 42 (41,6) 0,411 
Maribor 13 (31,7) 11 (18,6) 25 (24,8)  
Celje 10 (24,4) 20 (33,9) 30 (29,7)  
Koper 1 (2,4) 3 (5,1) 4 (3,9)  
Kratice: LOD – pozna neonatalna okužba; VLOD – zelo pozna neonatalna okužba. 
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V naboru bolnih otrok je bilo 44 % (n = 44) deklic in 57 % (n = 57) dečkov (Slika 
5.3). Podatki o gestacijski starosti in porodni teži so bili dostopni samo za otroke, 
katerih vzorce smo pridobili iz Ljubljane (n = 36). Donošenih je bilo 59 % (n = 47), 
nedonošenih pa 41 % (n = 33) otrok. Porodna teža je v povprečju znašala 2730 gramov 
(440-4720 gramov).  
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Slika 5.3: Razporeditev bolnikov z invazivno okužbo glede na spol po letih (n = 101). 
 
5.1.2 Klinične značilnosti in kolonizacija 
 
Kontrolno skupino so sestavljali kolonizacijski izolati 70 nosečnic (n = 71 izolatov), 
ki so kužnine oddale v okviru presejanja za SGB v letu 2018. Večina nosečnic je bila 
testiranih v zadnjem trimesečju nosečnosti. Glavne značilnosti bolnikov, 
koloniziranih nosečnic in izolatov so prikazane v Tabeli 5.2. 
Zgodnja neonatalna okužba (EOD) je bila prisotna pri 42 % (n = 42) bolnikov, medtem 
ko je imelo pozno neonatalno okužbo (LOD) 55 % (n = 55) bolnikov. Štirje bolniki 
(4 %) so imeli zelo pozno neonatalno okužbo (VLOD). Razporeditev vzorcev po letih 
je prikazana na Sliki 5.4. EOD je bila približno enako pogosta kot LOD pri donošenih, 
pri nedonošenih otrocih pa je bila pogostejša LOD. Pri 9 bolnikih smo imeli na voljo 
dva invazivna izolata, pri 2 bolnikih pa 3 invazivne izolate, izolirane tako iz krvi kot 
iz likvorja. Sicer je bila večina invazivnih izolatov, in sicer 84 % (n = 96), izoliranih 
iz hemokultur, medtem ko je bilo iz likvorja izoliranih 16 % (n = 18) izolatov.  
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Tabela 5.2: Glavne značilnosti bolnikov, koloniziranih nosečnic in izolatov.  
 
Kategorije Število in deleži (%) 
BOLNIKI/NOSEČNICE n = 171 
Invazivna bolezen 101 (100) 
Spol  
Deklice 43 (42,6) 
Dečki 58 (57,4) 
Tip bolezni  
EOD 42 (41,6) 
LOD 55 (54,5) 
VLOD 4 (4) 
Kolonizacija 70 (100) 
Starostna skupina  
Starost ≤ 30 let 35 (50) 
Starost > 30 let 35 (50) 
Skupaj 171 (100) 
IZOLATI n = 185 
Invazivni 114 (100) 
Vrsta izolata  
Hemokultura 96 (84,2) 
Likvor 18 (15,8) 
Kolonizacijski 71 (100) 
Vrsta izolata  
Vagina 52 (84,2) 
Vagina in rektum 19 (15,8) 
Skupaj 185 (100) 
 
Kratice: EOD – zgodnja neonatalna okužba; LOD – pozna neonatalna okužba; VLOD – zelo pozna 
neonatalna okužba. 
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Slika 5.4: Razporeditev tipa invazivne bolezni po letih (n = 101). Kratice: EOD – zgodnja 
neonatalna okužba; LOD – pozna neonatalna okužba; UNK – neznan tip bolezni. 
 
Med kolonizacijskimi izolati so prevladovali vzorci, izolirani samo iz brisa vagine, ki 
jih je bilo kar 84 % (n = 52). Iz kombiniranega brisa vagine in rektuma smo izolirali 
15,8 % (n = 19) izolatov. Med kolonizacijskimi izolati sta bila prisotna 2 izolata, ki 
sta bila izolirana pri isti nosečnici, ki je oddala pozitiven test presejanja v 21. in 26. 
tednu nosečnosti. V nadaljnji obdelavi podatkov smo pri ponavljajočih izolatih 
vključili le tiste, izolirane iz likvorja oziroma izolate z zgodnejšim datumom. 
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5.2 Občutljivost za antibiotike 
 
Skupna občutljivost invazivnih in kolonizacijskih izolatov za antibiotike je prikazana 
v Tabeli 5.3. 
Tabela 5.3: Občutljivost invazivnih in kolonizacijskih izolatov SGB za antibiotike. Izolati so 
razdeljeni v zgodnje (2001-2011) in pozno (2012-2018) obdobje (n = 171).  
 
Antibiotik % občutljivosti (n) 
Invazivni Kolonizacijski Skupno 
Leto 2001-2011 2012-2018 2018 2001-2018 
n = 31 n = 70 n = 70 n = 171 
Penicilin 100 (31) 100 (70) 100 (70) 100 (171) 
Ampicilin 100 (31) 100 (70) 100 (70) 100 (171) 
Vankomicin 100 (31) 100 (70) 100 (70) 100 (171) 
Eritromicin 90,3 (28) 80 (56) 81,4 (57) 82,5 (141) 
Klindamicin 87,1 (27) 78,6 (55) 87,1 (61) 83,6 (143) 
Tetraciklin 3,2 (1) 10 (7) 20 (14) 12,9 (22) 
Levofloksacin 100 (31) 100 (70) 100 (70) 100 (171) 
TMP-SMX 100 (31) 100 (70) 100 (70) 100 (171) 
 
Kratice: TMP-SMX – trimetoprim-sulfametoksazol. 
Vsi testirani izolati so bili občutljivi za penicilin, ampicilin, vankomicin, levofloksacin 
in trimetoprim-sulfametoksazol. Občutljivost za eritromicin in klindamicin je bila več 
kot 80 % in se ni statistično pomembno razlikovala med zgodnjo (2001-2011) in 
pozno (2012-2018) skupino invazivnih izolatov, niti med skupinama invazivnih in 
kolonizacijskih izolatov. Velika večina izolatov (87,2 %; n = 149) je bila odpornih 
proti tetraciklinu. Invazivni izolati so bili proti tetraciklinu statistično značilno bolj 
odporni kot kolonizacijski (p = 0,02). Razporeditev minimalnih inhibitornih 
koncentracij (MIC) za penicilin in ampicilin je bila enakomerna. Prav tako nismo 
zaznali nobenega izolata s povišanim MIC (> 0,125 mg/L) za kateregakoli od obeh 
antibiotikov (Slika 5.5). 
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Slika 5.5: Razporeditev minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) za penicilin in ampicilin 
med slovenskimi invazivnimi in kolonizacijskimi izolati SGB, 2001-2018 (n = 171). Vidna je 
enakomerna razporeditev vrednosti z modalno in maksimalno MIC za oba antibiotika 0,064 
mg/L oz. 0,125 mg/L. 
 
5.3 Klasična in molekularna serotipizacija 
 
Vse naše izolate smo serotipizirali s pomočjo klasičnih in molekularnih metod. S 
klasičnimi metodami smo lahko določili serotip pri vseh izolatih, medtem ko serotipa 
štirih izolatov (2,3 %) z molekularnimi metodami nismo mogli določiti (NT). Po 
ponovitvi klasične serotipizacije smo 11 izolatov ponovno klasificirali. Parna 
primerjava med obema metodama je prikazana v Tabeli 5.4. 
Rezultati so bili skladni pri 85,4 % (n = 146) izolatov, pri 12,3 % (n = 21) rezultati 
niso bili skladni, rezultatov pri 4 izolatih pa nismo mogli primerjati, saj ni bilo na 
razpolago rezultatov molekularnih metod. Rezultati so bili diskordantni pri 9 izolatih 
klasičnega serotipa Ia, pri 7 izolatih klasičnega serotipa III in pri 5 izolatih klasičnega 
serotipa Ib. Za končno analizo smo uporabili rezultate molekularne serotipizacije 
skupaj s klasičnimi metodami pri štirih NT izolatih.  
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Tabela 5.4: Parna primerjava rezultatov klasične in molekularne serotipizacije med 
invazivnimi in kolonizacijskimi izolati (n = 171).  
 
 Molekularni serotip 
K
la
si
čn
i 
se
ro
ti
p
 
 Ia Ib II III IV V VIII NT 
Ia 17   3  6  3 
Ib 1 12 4      
II   9      
III   1 98 1 4 1 1 
IV     1    
V      9   
Kratice: NT – nedoločljiv. 
 
Skupno smo identificirali sedem kapsularnih serotipov (Ia, Ib, II, III, IV, V in VIII), 
pri čemer je bil serotip III z 59,6 % (n = 102) daleč najpogostejši. Serotip III je bil 
najpogostejši tudi znotraj skupin invazivnih oz. kolonizacijskih izolatov. V skupini 
invazivnih izolatov so serotipu III po pogostosti sledili serotipi V, Ia in Ib, v skupini 
kolonizacijskih izolatov pa serotipi Ia, II in V. Izolati serotipa III so bili statistično 
značilno pogosteje prisotni v skupini invazivnih izolatov (p < 0,0002), medtem ko so 
bili v skupini kolonizacijskih izolatov statistično značilno pogosteje prisotni izolati 
serotipa Ia (p = 0,037). Podrobna razporeditev serotipov med invazivnimi in 
kolonizacijskimi izolati je prikazana v Tabeli 5.5.  
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Tabela 5.5: Razporeditev serotipov in klonskih kompleksov (CC) med slovenskimi invazivnimi 
in kolonizacijskimi izolati SGB.  
 
Serotip/klonski 
kompleks 
Vsi izolati Invazivni Kolonizacijski 
 n = 171 n = 101 n = 70 
 n (%) n (%) n (%) 
Ia 21 (12,3) 8 (7,9)# 13 (18,6)# 
CC-23 18 (10,5) 7 (6.9) 11 (15,7) 
CC-1 1 (0,6)  1 (1,4) 
CC-498 2 (1,2) 1 (1) 1 (1,4) 
Ib 12 (7) 7 (6,9) 5 (7,1) 
CC-12 12 (7) 7 (6,9) 5 (7,1) 
II 14 (8,2) 2 (2) 12 (17,1) 
CC-12 7 (4,1) 1 (1) 6 (8,6) 
CC-19 5 (2,9) 1 (1) 4 (5,7) 
CC-1 1 (0,6)  1 (1,4) 
singleton 1 (0,6)  1 (1,4) 
III 102 (59,6) 75 (74,3)* 27 (38,6)* 
CC-17 89 (52) 68 (67,3) 21 (30) 
CC-19 8 (4,7) 6 (5,9) 2 (2,9) 
CC-23 4 (2,3) 1 (1) 3 (4,3) 
singleton 1 (0,6)  1 (1,4) 
IV 2 (1,2)   2 (2,9) 
CC-17 2 (1,2)  2 (2,9) 
V 19 (11,1) 9 (8,9) 10 (14,3) 
CC-1 15 (8,8) 6 (5,9) 9 (12,9) 
CC-19 1 (0,6)  1 (1,4) 
CC-498 1 (0,6) 1 (1)  
singleton 2 (1,2) 2 (2)  
VIII 1 (0,6)   1 (1,4) 
CC-1 1 (0.6)  1 (1,4) 
Skupno 171 (100) 101 (100) 70 (100) 
Opomba: razlike med deleži izolatov serotipa III (*) in serotipa Ia (#) med invazivnimi in 
kolonizacijskimi izolati so statistično značilne (p < 0,0002 in p = 0,037). Singleton je ST, ki ni uvrščen 
v noben klonski kompleks. 
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5.4 Genetska opredelitev izolatov 
 
5.4.1 Metoda tipizacije na osnovi multilokusnih zaporedij (MLST) 
 
Skupno smo zaznali 28 MLST sekvenčnih tipov (ST), od katerih 9 do sedaj še ni bilo 
opisanih (ST-1423, ST-1424, ST-1425, ST-1426, ST-1427, ST-1428, ST-1429, ST-
1430 in ST-1431). V skupini invazivnih izolatov smo zaznali 13 edinstvenih ST, v 
skupini kolonizacijskih izolatov pa 24 edinstvenih ST, pri čemer je bila variabilnost 
ST višja v skupini kolonizacijskih izolatov. Za boljši pregled nad našo bakterijsko 
populacijo smo jih združili v 6 klonskih kompleksov (CC) in 4 osamelce (singleton) 
glede na algoritem eBURST. Klonski kompleks CC-17 je bil daleč najpogostejši CC, 
saj je vseboval 53,2 % (n = 91) vseh izolatov. Pet klonskih kompleksov (CC-1, CC-
12, CC-17, CC-19 in CC-23) je vsebovalo več kot 10 izolatov (Tabela 5.6.).  
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Tabela 5.6: Razporeditev sekvenčnih tipov (ST) in klonskih kompleksov (CC) SGB skupno in 
v skupinah invazivnih in kolonizacijskih izolatov.  
  
Klonski 
kompleks/ 
sekvenčni tip 
Vsi izolati  
(n = 171) 
Invazivni izolati 
(n = 101) 
Kolonizacijski 
izolati 
(n = 70) 
 n (%) n (%) n (%) 
CC-1 18 (10,5) 6 (5,9) 12 (17,1) 
ST-1 12 (7) 6 (5,9) 6 (8,6) 
ST-2 1 (0,6)  1 (1,4) 
ST-1431* 1 (0,6)  1 (1,4) 
ST-1426* 1 (0,6)  1 (1,4) 
ST-1430* 1 (0,6)  1 (1,4) 
ST-1425* 2 (1,2)  2 (2,9) 
CC-12 19 (11,1) 8 (7,9) 11 (15,7) 
ST-12 7 (4,1) 3 (3) 4 (5,7) 
ST-8 7 (4,1) 5 (5) 2 (2,9) 
ST-9 2 (1,2)  2 (2,9) 
ST-1428* 1 (0,6)  1 (1,4) 
ST-1424* 1 (0,6)  1 (1,4) 
ST-1427* 1 (0,6)  1 (1,4) 
CC-17 91 (53,2) 68 (67,3) 23 (32,9) 
ST-17 87 (50,9) 66 (65,3) 21 (30) 
ST-1423* 2 (1,2) 2 (2)  
ST-291 2 (1,2)  2 (2,9) 
CC-19 14 (8,2) 7 (6,9) 7 (10) 
ST-19 11 (6,4) 6 (5,9) 5 (7,1) 
ST-28 2 (1,2) 1 (1) 1 (1,4) 
ST-267 1 (0,6)  1 (1,4) 
CC-23 22 (12,9) 8 (7,9) 14 (20) 
ST-23 19 (11,1) 7 (6,9) 12 (17,1) 
ST-477 1 (0,6) 1 (1)  
ST-144 1 (0,6)  1 (1,4) 
ST-1429* 1 (0,6)  1 (1,4) 
CC-498 3 (1,8) 2 (2) 1 (1,4) 
ST-498 2 (1,2) 1 (1) 1 (1,4) 
ST-24 1 (0,6) 1 (1)  
Singleton 4 (2,3) 2 (2) 2 (2,9) 
ST-26 1 (0,6) 1 (1)  
ST-41 1 1 (1)  
ST-529 1  1 (1,4) 
ST-569 1  1 (1,4) 
Skupno 171 (100) 101 (100) 70 (100) 
Opomba: * novi sekvenčni tipi. 
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Skupna razporeditev CC in razporeditvi CC v skupinah invazivnih in kolonizacijskih 
izolatov so prikazane v Tabeli 5.7. CC-17 je bil statistično značilno pogostejši v 
skupini invazivnih izolatov v primerjavi s skupino kolonizacijskih izolatov (p = 
0,0002). 
 
V Tabeli 5.8 so prikazani deleži različnih CC v dveh podskupinah invazivnih izolatov, 
in sicer v podskupini EOD/LOD in v podskupini zgodnje/pozno obdobje. Klonski 
kompleks CC-17 je bil statistično značilno pogostejši med izolati, izoliranimi pri 
bolnikih s pozno okužbo (81,4 %), v primerjavi z izolati, izoliranimi pri bolnikih z 
zgodnjo okužbo (48,8 %). Ob primerjavi skupin izolatov iz zgodnjega in poznega 
obdobja je bil opazen statistično neznačilen trend k višjemu deležu CC-17 v skupini 
izolatov iz poznega obdobja (71,4 %) v primerjavi z izolati iz zgodnjega obdobja (58,1 
%). 
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Tabela 5.7: Razporeditev klonskih kompleksov (CC) SGB skupno in v skupinah invazivnih in 
kolonizacijskih izolatov med leti 2001 in 2018. 
 
Skupina/klonski kompleks Vsi izolati  
 Relativni deleži 
(znotraj skupine) 
Absolutni deleži 
(znotraj vseh izolatov) 
 n = 171 n = 171 
 n (%) n (%) 
Skupno / 171 (100) 
CC-17 / 91 (53,2) 
CC-23 / 22 (12,9) 
CC-12 / 19 (11,1) 
CC-1 / 18 (10,5) 
CC-19 / 14 (8,2) 
singleton / 4 (2,3) 
CC-498 / 3 (1,8) 
Invazivni 101 (100) 101 (59,1) 
CC-17 68 (67,3)* 68 (39,8) 
CC-23 8 (7,9) 8 (4,7) 
CC-12 8 (7,9) 8 (4,7) 
CC-19 7 (6,9) 7 (4,1) 
CC-1 6 (5,9) 6 (3,5) 
singleton 2 (2) 2 (1,2) 
CC-498 2 (2) 2 (1,2) 
Kolonizacijski 70 (100) 70 (40,9) 
CC-17 23 (32,9)* 23 (13,5) 
CC-23 14 (20) 14 (8,2) 
CC-1 12 (17,1) 12 (7) 
CC-12 11 (15,7) 11 (6,4) 
CC-19 7 (10) 7 (4,1) 
singleton 2 (2,9) 2 (1,2) 
CC-498 1 (1,4) 1 (0,6) 
Skupno 171 (100) 171 (100) 
Opomba: razlika v deležih CC-17 med skupinama invazivnih in kolonizacijskih izolatov je statistično 
značilna (*p = 0,0002). 
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Tabela 5.8: Razporeditev klonskih kompleksov (CC) invazivnih izolatov SGB znotraj dveh 
skupin glede na tip in leto bolezni. 
 
Skupina/klonski kompleks Vsi izolati  
 Absolutni deleži 
(znotraj vseh izolatov) 
Relativni deleži 
(znotraj skupine) 
 n = 101 n = 101 
 n (%) n (%) 
Zgodnja okužba (EOD) 41 (40,6) 41 (100) 
CC-17 20 (19,8) 20 (48,8)* 
CC-1 6 (5,9) 6 (14,6) 
CC-12 5 (5) 5 (12,2) 
CC-19 4 (4) 4 (9,8) 
CC-23 3 (3) 3 (7,3) 
singleton 2 (2) 2 (4,9) 
CC-498 1 (1) 1 (2,4) 
Pozna okužba (LOD) 59 (58,4) 59 (100) 
CC-17 48 (47,5) 48 (81,4)* 
CC-23 5 (5) 5 (8,5) 
CC-12 3 (3) 3 (5,1) 
CC-19 3 (3) 3 (5,1) 
UNK 1 (1) 1 (100) 
CC-498 1 (1) 1 (100) 
Skupno 101 (100) 101 (100) 
   
≤ 2011 (zgodnje obdobje) 31 (30,7) 31 (100) 
CC-17 18 (17,8) 18 (58,1)# 
CC-19 5 (5) 5 (16,1) 
CC-12 4 (4) 4 (12,9) 
CC-1 2 (2) 2 (6,5) 
CC-498 1 (1) 1 (3,2) 
CC-23 1 (1) 1 (3,2) 
≥ 2012 (pozno obdobje) 70 (69,3) 70 (100) 
CC-17 50 (49,5) 50 (71,4)# 
CC-23 7 (6,9) 7 (10) 
CC-1 4 (4) 4 (5,7) 
CC-12 4 (4) 4 (5,7) 
singleton 2 (2) 2 (2,9) 
CC-19 2 (2) 2 (2,9) 
CC-498 1 (1) 1 (1,4) 
Skupno 101 (100) 101 (100) 
Opomba: razlika v deležih CC-17 med skupinama izolatov pri EOD in LOD je statistično značilna (*p 
= 0,0006), medtem ko razlika v deležih CC-17 med skupinama izolatov iz zgodnjega in poznega 
obdobja ni statistično značilna (#p = 0,1865). 
Tina Perme, Molekularna epidemiologija SGB 
71 
 
5.4.2 Tipiziranje lokusa CRISPR1 
 
Lokus CRISPR1 smo lahko dokazali in analizirali pri 98,2 % (n = 168) izolatov, pri 
čemer je imelo 94,6 % (n = 159) izolatov visoko oceno na lestvici dokazov (3-4) glede 
na točkovni sistem CRISPRCasFinder (182). Povprečna dolžina lokusa CRISPR1 je 
bila 675 bp (102-1751 bp), v povprečju pa je vseboval 11 presledkov (3-27 
presledkov). Dolžine ponovitev in presledkov so znašale 36 in 30 bp. Med prisotnimi 
klonskimi kompleksi so imeli izolati CC-17 najkrajše lokuse CRISPR1 (527 bp) z 
najnižjim številom presledkov znotraj matrike (n = 8). Med izolati različnih klonskih 
kompleksov je bila prisotna statistično značilna razlika v dolžini matrike CRISPR1 
(F(4,35) = 10, p < 0,001) in v številu presledkov (F(4,35) = 10, p < 0,001). Primerjava 
dolžine lokusov med glavnimi klonskimi kompleksi je prikazana na Sliki 5.6. 
Primerjava števila presledkov med glavnimi klonskimi kompleksi je prikazana na 
Sliki 5.7. 
 
1 12 17 19 23
0
200
400
600
800
1000
1200
Klonski kompleks
D
o
lž
in
a
 C
R
IS
P
R
1
 (
p
o
v
p
re
č
je
)
 
Slika 5.6: Povprečna dolžina lokusov CRISPR1 pri izolatih različnih klonskih kompleksov. 
Označen je 95 % interval zaupanja. 
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Slika 5.7: Povprečno število presledkov v matriki CRISPR pri izolatih različnih klonskih 
kompleksov. Označen je 95 % interval zaupanja. 
 
Profili presledkov CRISPR1 za glavne klonske komplekse so prikazani v Tabeli 5.9. 
Na podlagi vključitve 2-4 presledkov končnega dela v profil smo lahko razlikovali 5-
8, 7-12 in 7-21 edinstvenih podtipov med glavnimi klonskimi kompleksi. Z 
vključitvijo dodatnih presledkov v profil bi lahko močno povečali diskriminacijsko 
moč tipizacije lokusa CRISPR. Med bolniki, pri katerih smo sekvencirali več izolatov 
(t.i. duplikatov), so imeli vsi invazivni duplikati (n = 13) pri istem bolniku (n = 9) 
povsem enak profil CRISPR1, medtem ko se je par izolatov, izoliranih pri kolonizirani 
nosečnici, med seboj razlikoval glede na podtip CRISPR1. 
 
 
 
 
 
 
 
Tina Perme, Molekularna epidemiologija SGB 
73 
 
Tabela 5.9: Profili CRISPR v povezavi s serotipom, ST in CC pri invazivnih in kolonizacijskih 
izolatih. Presledki so razvrščeni v smeri od končnega (1) proti vodilnemu (27) delu. Podtipi so 
določeni glede na razlike v prvih 2-4 presledkih. V tabelo so vključeni tipizirani, ne-podvojeni 
izolati (n = 168). 
Klonski kompleks 1               Klonski kompleks 19              Klonski kompleks 12 
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Klonski kompleks 23                                       Klonski kompleks 498 in osamelci 
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Klonski kompleks 17 
Kratice: ID – identifikacija; INV – invazivni; NIN – kolonizacijski; NT – nedoločljiv. 
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Razporeditev presledkov na prvih treh položajih pri različnih klonskih kompleksih in 
sekvenčnih tipih je prikazana v Tabeli 5.10. 
 
Tabela 5.10: Profili CRISPR v povezavi s serotipom, ST in CC pri invazivnih in kolonizacijskih 
izolatih. Presledki so razvrščeni v smeri od končnega (1) proti vodilnemu (27) delu. Podtipi so 
določeni glede na razlike v prvih 2-4 presledkih. V tabelo so vključeni tipizirani, ne-podvojeni 
izolati (n = 168). 
 
Položaj presledka 1 
 6 7 8 20 31 36 49 55 56 147 263 277 ND Skupno 
CC1   16   1   1     18 
ST1   12           12 
STnew8   2           2 
ST2   1           1 
STnew0   1           1 
STnew6         1     1 
STnew7      1        1 
CC12 1     14     1 2  18 
ST8 1     6        7 
ST12      3      2  5 
ST9      2        2 
STnew1      1        1 
STnew2           1   1 
STnew3      1        1 
STnew4      1        1 
CC17       1 1 86    1 89 
ST17       1 1 83    1 86 
STnew9         2     2 
ST291         1     1 
CC19 1 1 12           14 
ST19 1  10           11 
ST28   2           2 
ST267  1            1 
CC23     21     1    22 
ST23     18     1    19 
ST144     1         1 
ST477     1         1 
STnew5     1         1 
CC498     3         3 
ST498     2         2 
ST24     1         1 
Singleton   1 1  2        4 
ST26    1          1 
ST41      1        1 
ST529   1           1 
ST569      1        1 
Skupno 2 1 29 1 24 17 1 1 87 1 1 2 1 168 
 
 
 
 
 
Tina Perme, Molekularna epidemiologija SGB 
77 
 
Položaj presledka 2 
 
Položaj presledka 3 
 
 
Iz Tabele 5.9 je razvidno, da je razporeditev značilnih položajev presledkov oz. 
končnih mest precej značilna za klonski kompleks in sekvenčni tip. To pomeni, da bi 
iz profila CRISPR1 lahko sklepali na MLST tip izolatov. Tako je npr. presledek 8 na 
položaju 1 specifičen za CC-19, 36 za CC-12, 56 za CC-17 in 31 za CC-23/498. Med 
CC-1 in CC-19 lahko nadalje razlikujemo s pomočjo presledka na položaju 2, pri 
čemer presledek 6 prevladuje pri izolatih CC-1, presledek 7 pa pri izolatih CC-19. Kot 
je razvidno iz Tabele 5.8, lahko s pomočjo te metode pravilno sklepamo na MLST 
večine izolatov. Vendar moramo biti pri takšnem sklepanju tudi previdni, saj lahko 
opazimo številna prekrivanja ali napačne klasifikacije.  
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5.5 Opredelitev virulentnih dejavnikov 
 
5.5.1 Hipervirulentni adhezin A (HvgA) 
 
Gen hvgA je bil prisoten pri 67 % invazivnih in 34 % kolonizacijskih izolatov. Gen 
hvgA je bil prisoten pri vseh invazivnih in kolonizacijskih izolatih ST17. Izmed 
invazivnih izolatov serotipa III je 91 % (68/75) imelo gen hvgA, vsi razen dveh so 
pripadali ST17, pri dveh pa smo zaznali nov ST. Med preostalimi sedmimi izolati, ki 
niso imeli hvgA, jih je šest pripadalo ST19, eden pa ST477.  
Med kolonizacijski izolati serotipa III jih je 78 % (21/27) imelo hvgA, vsi so pripadali 
ST17. Med preostali šestimi izolati brez hvgA sta dva pripadala ST19, dva ST23, en 
ST529, pri enem pa smo zaznali nov ST. Med invazivnimi in kolonizacijskimi izolati 
serotipa III je opazna statistično značilna razlika v prisotnosti hvgA (p = 0,018). 
Prisotnost hvgA v izolatih serotipa III je prikazana na Sliki 5.8.  
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Slika 5.8: Primerjava deleža izolatov serotipa III glede na prisotnost hvgA. Kratice: INV – 
invazivni, NIN – kolonizacijski. 
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5.5.2 Fimbrije 
 
Pri vseh izolatih smo iskali prisotnost genov za strukture fimbrij. Vsaj en fimbrijski 
otok je bil zaznan pri vseh invazivnih in pri vseh kolonizacijskih izolatih (Tabela 
5.11).  
Tabela 5.11: Razporeditev genov za fimbrijske otoke med preiskovano populacijo SGB. 
 
Fimbrijski otok (PI) Število izolatov (%) med: 
invazivnimi 
(n = 101) 
kolonizacijskimi 
(n = 70) 
PI-2a 11 (11) 16 (23) 
PI-2b 10 (10) 1 (1) 
PI-1&PI-2a 22 (22) 28 (40) 
PI-1&PI-2b 57 (56) 21 (30) 
PI-1&PI-2a&PI-2b 1 (1) 2 (3) 
PI-1b&PI-2a 0 (0) 1 (1) 
PI-2a&PI-2b 0 (0) 1 (1) 
 
Med invazivnimi izolati je bila najpogostejša kombinacija PI-1 in PI-2b (n = 57; 56 
%). Vsi ti izolati razen dveh so pripadali ST17, medtem ko smo pri dveh zaznali nov 
ST. Vsi invazivni izolati s kombinacijo PI-1 in PI-2b so pripadali serotipu III in se 
razvrstili v CC-17. 
Med kolonizacijskimi izolati je bila najpogostejša kombinacija PI-1 in PI-2a (n = 28; 
39 %). Ta kombinacija je bila precej bolj raznovrstna glede serotipov, ST in CC. 
Najpogostejša kombinacija pri invazivnih izolatih (PI-1 in PI-2b) je bila prisotna pri 
30 % kolonizacijskih izolatov (n = 21). Vsi ti izolati so se razvrstili v CC-17, razen 
enega, ki je pripadal CC-1. Glavnina teh izolatov je pripadala serotipu III, vendar smo 
v tej skupini zaznali tudi dva izolata serotipa IV in en izolat serotipa VIII. 
Razporeditev genov za fimbrijske otoke v obeh skupinah izolatov je prikazana na Sliki 
5.9.  
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Slika 5.9: Razporeditev genov za fimbrijske otoke (PI) med skupinama invazivnih (INV) in 
kolonizacijskih izolatov (NIN). 
 
5.5.3 Glikoprotein s ponovitvami, bogatimi s serinom (Srr) 
 
Pri analiziranih izolatih je bil prisoten gen srr-1 ali srr-2, z izjemo enega 
kolonizacijskega izolata, pri katerem je bila prisotna kombinacija srr-1 in srr-2. Pri 
treh invazivnih in štirih kolonizacijskih izolatih nismo zaznali nobene od različic srr. 
Razporeditev genov srr med skupinama izolatov je prikazana v Tabeli 5.12. 
Tabela 5.12: Razporeditev genov srr med preiskovano populacijo SGB. 
 
 
srr Število izolatov (%) med: 
invazivnimi  
(n = 101) 
kolonizacijskimi 
(n = 70) 
srr-1 30 (30) 42 (60) 
srr-2 68 (67) 23 (33) 
srr-1 + srr-2 0 (0) 1 (1) 
Brez srr 3 (3) 4 (6) 
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Srr-1 je bil pogosteje prisoten v skupini kolonizacijskih izolatov (60 %) kot v skupini 
invazivnih izolatov (30 %). Izolati s prisotnim srr-1 so bili precej enakomerno 
razporejeni med različnimi ST in CC. Srr-2 je bil pogosteje prisoten v skupini 
invazivnih izolatov (67 %) kot v skupini kolonizacijskih izolatov (33 %). Razlika med 
prisotnostjo srr-1 in srr-2 v obeh skupinah izolatov je bila statistično značilna (p < 
0,0001). Razporeditev genov srr v obeh skupinah izolatov je prikazana na Sliki 5.10. 
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Slika 5.10: Razporeditev genov srr med skupinama invazivnih (INV) in kolonizacijskih izolatov 
(NIN). 
Vsi invazivni izolati s prisotnim srr-2 so se razvrstili v CC-17, vsi razen dveh, pri 
katerih smo zaznali nov ST, pa so pripadali ST17. Tudi vsi kolonizacijski izolati s 
prisotnim srr-2 so se razvrstili v CC-17.  
 
5.5.4 Protein, ki veže fibrinogen (FbsA in FbsB) 
 
Prisotnost gena fbsA smo zaznali pri vseh invazivnih izolatih, razporejenih v CC-1, 
pri vseh invazivnih izolatih, razporejenih v CC-17, in pri vseh invazivnih izolatih, 
razporejenih v CC-23. Pri invazivnih izolatih, razporejenih v CC-19, nismo zaznali 
prisotnosti fbsA. Med kolonizacijskimi izolati je bil fbsA prisoten pri vseh izolatih, 
razporejenih v CC-17, in pri nobenem izolatu, razporejenem v CC-19. 
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Prisotnost gena fbsB smo zaznali pri vseh invazivnih izolatih, razporejenih v CC-1 in 
CC-23, in pri večini izolatov (91 %), razporejenih v CC-17. Med kolonizacijskimi 
izolati je bil fbsB v največjem deležu prisoten med izolati, razporejenimi v CC-23 (86 
%) (Tabela 5.13). 
 
Tabela 5.13: Število invazivnih (I) in kolonizacijskih (K) izolatov s prisotnima genoma fbsA in 
fbsB glede na glavni klonski kompleks (CC). 
 
 CC-1 (%) CC-12 (%) CC-17 (%) CC-19 (%) CC-23 (%) 
I K I K I K I K I K 
 n=6 n=12 n=8 n=11 n=68 n=23 n=7 n=7 n=8 n=14 
fbsA 6 
(100) 
7  
(58) 
5  
(63) 
8 
(73) 
68 
(100) 
23 
(100) 
0  
(0) 
0 
(0) 
8 
(100) 
13 
(93) 
fbsB 6 
(100) 
10 
(83) 
7  
(88) 
6  
(55) 
62 
(91) 
16 
(70) 
6 
(86) 
5 
(71) 
8 
(100) 
12 
(86) 
 
Pri analizi genov smo zaznali prisotnost 7 različnih alelov v genu fbsA (aleli 1-7) in 3 
različnih alelov v genu fbsB (aleli 1-3). Pri vseh izolatih, razporejenih v CC-1 in v 
CC-12, smo zaznali prisotnost alela 2 fbsB. Za izolate, razporejene v CC-17, je bila 
značilna prisotnost alela 4 fbsA in alela 3 fbsB. Pri izolatih, razporejenih v CC-19, je 
prevladovala prisotnost alela 2 fbsB. Za izolate, razporejene v CC-23, pa sta bila 
značilna alel 1 fbsA in alel 1 fbsB. 
Pri enem invazivnem (1 %) in 6 kolonizacijskih (9 %) izolatih nismo zaznali 
prisotnosti nobene od različic genov fbsA in fbsB. 7 invazivnih (7 %) in 12 
kolonizacijskih (17 %) izolatov je imelo samo gen fbsA, medtem ko je 9 invazivnih (9 
%) in 11 kolonizacijskih (16 %) izolatov imelo samo gen fbsB. 84 invazivnih (83 %) 
in 41 kolonizacijskih (59 %) izolatov je imelo oba gena, tako fbsA kot fbsB. Prisotnost 
različnih kombinacij genov je prikazana v Tabeli 5.14 in na Sliki 5.11. 
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Tabela 5.14: Prisotnost različnih kombinacij genov fbs med invazivnimi in kolonizacijskimi 
izolati. 
 
 fbsA-fbsB- fbsA+fbsB- fbsA-fbsB+ fbsA+fbsB+ 
Invazivni  
(%) 
1  
(1) 
7  
(7) 
9  
(9) 
84  
(83) 
Kolonizacijski 
(%) 
6  
(9) 
12  
(17) 
11  
(16) 
41  
(59) 
 
FbsA-FbsB- FbsA+FbsB- FbsA-FbsB+ FbsA+FbsB+
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Slika 5.11: Delež izolatov glede na prisotnost kombinacije genov fbsA in fbsB. Kratice: INV – 
invazivni; NIN – kolonizacijski. 
 
5.5.5 Proteini, podobni alfa (Alp) 
 
Tako v skupini invazivnih kot v skupini kolonizacijskih izolatov je prevladoval gen 
rib, ki predstavlja enega izmed podtipov genov za proteine Alp (Tabela 5.15). Rib je 
bil prisoten pri 75 % invazivnih in 47 % kolonizacijskih izolatov. Ravno tako je bil 
rib pogosteje prisoten pri izolatih serotipa III, ki so pripadali ST17 in se razvrstili v 
CC-17. Razporeditev genov za proteine iz družine Alp v obeh skupinah izolatov je 
prikazana na Sliki 5.12. 
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Tabela 5.15: Razporeditev genov za proteine iz družine Alp med preiskovano populacijo 
SGB. 
 
 Brez alp1 alp2 alpha R28 rib rib_R28 
I (%) 1 
(1)  
8 
(8) 
0 
(0) 
10 
(10) 
6 
(6) 
76 
(75) 
0 
(0) 
K (%) 0 
(0) 
12 
(17) 
1 
(1,5) 
14 
(20) 
9 
(13) 
33 
(47) 
1 
(1,5) 
Kratice: I – invazivni; K – kolonizacijski. 
Brez Alp1 Alp2 Alpha R28 Rib Rib_R28
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Slika 5.12: Razporeditev genov za proteine iz družine Alp med skupinama invazivnih (INV) in 
kolonizacijskih izolatov (NIN). 
 
5.5.6 SGB peptidaza C5a (ScpB) 
 
Gen za SGB peptidazo (scpB) smo zaznali pri vseh izolatih z izjemo enega 
kolonizacijskega izolata. Kolonizacijski izolat brez prisotnost scpB je bil serotipa III, 
pripadal je ST17 in se razvrščal v CC-17.  
Pri analizi gena scpB smo zaznali 6 različnih alelov (Slika 5.13). Najpogostejši je bil 
alel 1, ki je bil prisoten pri 67 % (n = 68) invazivnih in 39 % (n = 27) kolonizacijskih 
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izolatov. Vsi invazivni in večina kolonizacijskih izolatov z alelom 1 se je razvrstila v 
CC-17.  
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Slika 5.13: Delež izolatov s posamezno različico scpB. Kratice: INV – invazivni; NIN – 
kolonizacijski. 
 
5.5.7 Protein, ki veže laminin (Lmb) 
 
Pri vseh invazivnih izolatih (100 %) smo zaznali prisotnost gena lmb, medtem ko smo 
prisotnost lmb zaznali pri 97 % kolonizacijskih izolatov. Pri dveh kolonizacijskih 
izolatih prisotnosti lmb nismo zaznali.  
Pri analizi gena lmb smo zaznali tri različne alele (Slika 5.14). Med invazivnimi izolati 
je bil najpogostejši alel 3, ki je bil prisoten pri 57 % (n = 58) izolatov. Z izjemo treh 
so se vsi ti izolati razvrstili v CC-17. Med kolonizacijskimi izolati je bil najpogostejši 
alel 1, ki je bil prisoten pri 57 % (n = 40) izolatov. Kolonizacijski izolati z alelom 1 
so se razvrstili v različne CC. 
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Slika 5.14: Delež izolatov s posamezno različico lmb. Kratice: INV – invazivni; NIN – 
kolonizacijski. 
 
5.5.8 β-antigen proteina C (Bac) 
 
Prisotnost gena za β-antigen proteina C (bac) smo zaznali pri 9 (9 %) invazivnih 
izolatih in pri 12 (17 %) kolonizacijskih izolatih (Slika 5.15).  
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Slika 5.15: Primerjava deleža izolatov glede na prisotnost bac. Kratice: INV – invazivni, NIN 
– kolonizacijski. 
 
Gen bac je bil prisoten skoraj izključno pri izolatih, ki so se razvrstili v CC-12. Med 
invazivnimi izolati s prisotnostjo bac sta bila prisotna dva izolata serotipa III, medtem 
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ko med kolonizacijskimi izolati s prisotnostjo bac ni bilo izolatov serotipa III. Večina 
izolatov s prisotnostjo bac je pripadala serotipu Ib ali II. 
 
5.5.9 Imunogeni bakterijski adhezin streptokoka skupine B (BibA) 
 
Vsi izolati z izjemo enega invazivnega in enega kolonizacijskega izolata so vsebovali 
gen bibA. Pri analizi gena smo zaznali 5 različnih alelov, pri čemer je med invazivnimi 
izolati prevladoval alel 1, medtem ko je bila prisotnost alelov med kolonizacijskimi 
izolati precej bolj enakomerno razporejena (Slika 5.16).  
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Slika 5.16: Delež izolatov s posamezno različico bibA. Kratice: INV – invazivni; NIN – 
kolonizacijski. 
 
5.5.10 Površinski imunogeni protein (Sip) 
 
Prav vsi izolati v naši raziskavi so vsebovali gen sip. Pri analizi gena smo zaznali 5 
različnih alelov, pri čemer je med invazivnimi izolati prevladoval alel 2, medtem ko 
sta bila med kolonizacijskimi izolati najpogostejša alela 1 in 2 (Slika 5.17).  
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Slika 5.17: Delež izolatov s posamezno različico sip. Kratice: INV – invazivni; NIN – 
kolonizacijski. 
 
5.5.11 Faktor CAMP (cfb) 
 
Regija cfb je tarča enega izmed komercialnih diagnostičnih testov, ki uporablja 
metodo pomnoževanja nukleinskih kislin. V zadnjem času so se pojavila poročila iz 
ZDA in Irske o številnih sevih, ki vsebujejo eno od 4 vrst delecij v ali zraven regije 
cfb (184). V ta namen smo pomnožili in analizirali gen cfb in 1,5 kbp nižje ležečo 
regijo pri vseh 185 izolatih v naši raziskavi.  
Vsi izolati so imeli nemutirano različico gena cfb s precej ohranjenim zaporedjem, ki 
je vsebovalo le 8 mest s polimorfizmi enega nukleotida (SNP) in brez delecij. Ravno 
tako smo pri vseh izolatih lahko analizirali nižje ležečo regijo, v kateri ravno tako 
nismo zaznali delecij. 
 
5.5.12 Klonski kompleks 17 
 
V naši raziskali smo odkrili, da so izolati, ki so pripadali klonskemu kompleksu CC-
17, imeli značilno kombinacijo genov za virulentne dejavnike. Izolati CC-17 so 
večinoma imeli gene hvgA, srr-2, alel 4 fbsA, alel 3 fbsB, rib, C5a, alel 3 lmb, bibA, 
sip in cfb, medtem ko je bila med kombinacijami genov za PI najbolj značilna PI-
1&PI-2b. 
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5.6 Filogenetska drevesa 
 
S pomočjo gama distribucije smo ustvarili filogenetsko drevo največjega verjetja, 
osnovano na polimorfizmih enega nukleotida (SNP) in korelirano s podatki o izolatih. 
Drevo je prikazano na Sliki 5.18.  
V drevesu lahko razlikujemo šest glavnih klad, ki sestavljajo pet glavnih klonskih 
kompleksov (CC-1, CC-12, CC-17, CC-19 in CC-23). Klonski kompleks CC-19 
predstavljata dva klada, za katera sta značilna dva serotipa, in sicer serotipa II in III. 
Glavnina izolatov serotipa II pripada skupini kolonizacijskih izolatov, medtem ko 
izolati serotipa III pripadajo skupini invazivnih izolatov. 
Glavni in najštevilčnejši klad v drevesu predstavljajo izolati CC-17. Vsi ti izolati, z 
izjemo dveh, pripadajo serotipu III in so večinoma invazivni. Izjemi sta dva izolata, 
ki pripadata serotipu IV in sta bila izolirana pri koloniziranih nosečnicah. Iz 
predstavitve tega klada je razvidna precejšnja homogenost površinskih in virulentnih 
dejavnikov, kar prikazuje stabilni barvni prstni odtis. Značilen profil virulentnih 
dejavnikov za pet najpogostejših klonskih kompleksov je prikazan v Tabeli 5.16. 
Zanimalo nas je tudi, kako se profil virulentnih dejavnikov razlikuje med 
posameznimi klonskimi kompleksi invazivnih izolatov. Želeli smo izvedeti, ali 
obstaja določen virulentni dejavnik, ki bi lahko prispeval k invazivnosti izolatov, ki 
sicer ne pripadajo hiperinvazivnemu klonu CC-17. Značilen profil virulentnih 
dejavnikov za pet najpogostejših klonskih kompleksov med invazivnimi izolati je 
prikazan v Tabeli 5.17. 
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Tabela 5.16: Profil virulentnih dejavnikov petih glavnih klonskih kompleksov (CC) SGB. 
Prikazan je najpogostejši genotip in njegov delež znotraj CC. 
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Opomba: kratice in posamezne alelne različice so predstavljene v poglavju 5.5. Genotipi fimbrij, 
ALP, srr in hvgA so poimenovani v skladu z Metcalf et al. (181). Alele scpB, lmb, fbsA in fbsB smo 
arbitrarno zaporedno oštevilčili. 
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Slika 5.18: Filogenetsko drevo največjega verjetja, osnovano na SNP, s pomočjo gama 
distribucije. Drevo je korelirano s podatki o vrsti izolata (invazivni/kolonizacijski), tipu bolezni 
(EOD/LOD), serotipu, ST, CC, profilu CRISPR1 in genotipu površinskih in virulentnih 
dejavnikov (fimbrije, družina Alp, scpB, lmb, bibA, hvgA, srr, fbsA, fbsB, bac in sip). Barva 
ustreza genotipu. 
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Tabela 5.17: Profil virulentnih dejavnikov petih glavnih klonskih kompleksov (CC) SGB med 
invazivnimi izolati. Prikazan je najpogostejši genotip in njegov delež znotraj CC. 
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Opomba: Kratice in posamezne alelne različice so predstavljene v poglavju 5.5. Genotipi fimbrij, ALP, 
srr in hvgA so poimenovani v skladu z Metcalf et al. (181). Alele scpB, lmb, fbsA in fbsB smo arbitrarno 
zaporedno oštevilčili. 
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Z maskiranjem in izločitvijo mest z obsežno rekombinacijo smo ustvarili filogenetsko 
drevo po Gubbinsu (Slika 5.19). Opazna je precejšnja razlika v pogostosti 
rekombinacij med izolati CC-17 in ostalimi izolati. Na podlagi tega lahko sklepamo o 
pomembnosti horizontalnega prenosa genov med sevi SGB, predvsem za evolucijo 
sevov, ki se ne razvrščajo v CC-17. Po drugi strani se zdi, da hipervirulentni klon CC-
17 vsebuje zelo malo mest, ki so nagnjena k rekombinacijam.  
 
Slika 5.19: Filogenetsko drevo po Gubbinsu. Mesta v genomu z visoko frekvenco 
rekombinacij so označena z rdečo (zgoraj) in so mapirana na referenčni genom S. agalactiae 
NEM316. Opazna je precejšnja razlika med frekvenco rekombinacij izolatov CC-17 (zgornji 
klad) in ostalimi izolati (spodnji kladi). 
Primerjava obeh filogenetskih dreves je prikazana na Sliki 5.20. 
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Slika 5.20: Primerjava filogenetskega drevesa največjega verjetja (Gamma) s filogenetskim 
drevesom po Gubbinsu (Gubbins). Drevo Gamma vsebuje mesta v genomu z visoko 
frekvenco rekombinacij, medtem ko so ta mesta v drevesu po Gubbinsu izključena. 
 
Nazadnje smo želeli prikazati še evolucijo izolatov CC-17. To smo dosegli tako, da 
smo z vizualizacijskim orodjem Microreact označili leto izolacije na filogenetskem 
drevesu po Gubbinsu. Slika 5.21 prikazuje stabilno akumulacijo SNP med leti 2001 
in 2018. To bi lahko nakazovalo na stabilno evolucijo hipervirulentnega klona CC-17 
SGB. 
 
Slika 5.21: Filogenetsko drevo klona CC-17 po Gubbinsu. Leto izolacije je vneseno na položaj 
v drevesu. Opazna je postopna akumulacija jedrnih SNP s časom, kar nakazuje postopno 
evolucijo hipervirulentnega klona CC-17 Streptococcus agalactiae.
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6 RAZPRAVA 
 
Glavni namen raziskave je bil fenotipsko in genotipsko opredeliti izolate SGB, ki 
povzročajo invazivno neonatalno okužbo v Sloveniji, in kolonizacijske SGB izolate 
nosečnic. Dosedanje študije področja SGB v lokalnem okolju so raziskovale 
prevalenco kolonizacije nosečnic s SGB (94, 167) in epidemiologijo invazivne okužbe 
pri novorojencih med leti 2003 in 2013 in opredelile klinične značilnosti bolezni ter 
prisotnost dejavnikov tveganja pri materah (103). Naša raziskava predstavlja prvo 
molekularno-epidemiološko in genetsko opredelitev razpoložljivih invazivnih 
izolatov SGB v Sloveniji med leti 2001 in 2018. 
 
6.1 Demografski podatki in klinične značilnosti okužbe s SGB 
 
Na razpolago smo imeli 114 invazivnih izolatov 101 bolnika, ki so bili shranjeni v 
slovenskih mikrobioloških laboratorijih in so segali vse v leto 2001. Kljub temu težko 
govorimo, da gre za popolno opredelitev vseh izolatov neonatalne sepse v Sloveniji 
med leti 2001 in 2018, saj smo pred letom 2011 imeli na voljo samo izolate iz Celja 
ter za leti 2009 in 2010 še izolate iz Maribora. Ne glede na to pa lahko iz rezultatov, 
dobljenih z izolati, datiranimi po vključno letu 2011, potegnemo dokaj zanesljive 
zaključke o epidemiologiji invazivne neonatalne okužbe s SGB pri nas, saj smo od 
tega leta naprej pridobili vse razpoložljive izolate iz treh največjih slovenskih 
mikrobioloških laboratorijev, in sicer iz Ljubljane, Maribora in Celja. Pričakovano je 
bilo največ vzorcev iz tega obdobja zbranih v Ljubljani, ki je tudi sicer največji 
mikrobiološki laboratorij v državi, kamor vzorce pošilja veliko slovenskih bolnišnic 
in porodnišnic. Ljubljanskih vzorcev je bilo tako na voljo skoraj polovica (42 %), in 
sicer iz let 2011-2018, medtem ko sta Maribor in Celje prispevala zelo podoben delež 
vzorcev (25 % in 30 %), pri čemer je potrebno poudariti, da so se celjski vzorci nabrali 
v obdobju od 2001 do 2018, mariborski pa samo od 2009 do 2017. 
Največ invazivnih izolatov je bilo pridobljenih iz hemokultur (n = 96), medtem ko je 
bilo iz likvorja pridobljenih 18 invazivnih izolatov. Pri nekaterih bolnikih smo sicer 
imeli na voljo oba izolata, torej tako izolat iz hemokulture kot iz likvorja. Iz tega lahko 
Tina Perme, Molekularna epidemiologija SGB 
 
96 
 
sklepamo, da večina klinikov pri sumu na sepso kot prvi invazivni vzorec odvzame 
kri za hemokulturo, medtem ko se ostale invazivne vzorce jemlje glede na 
spremljajočo klinično sliko. Zanimivo je, da v nobenem od laboratorijev nismo imeli 
na voljo aspirata traheje kot invazivnega vzorca. Eden izmed možnih razlogov je, da 
je za odvzem takega vzorca večinoma potrebna intubacija, vendar pa dojenčki, ki 
prebolevajo invazivno okužbo s SGB, mehanske ventilacije nujno ne potrebujejo 
vedno. Po drugi strani je mogoče tudi, da sta predvsem hemokultura, pa tudi likvor, 
še vedno v zavesti klinikov kot bistveno laže dostopna in bolj povedna vzorca, tako 
da se za odvzem drugih vzorcev redkeje odločajo. Ne nazadnje pljučnica ni najbolj 
značilen del klinične slike bodisi zgodnje bodisi pozne okužbe s SGB, saj obe 
pogosteje potekata kot sepsa ali meningitis in tudi zato kliniki ne vidijo potrebe še po 
odvzemu aspirata traheje. 
Med našimi bolniki je bilo nekoliko več dečkov, ki so predstavljali 57 % vseh 
bolnikov. To je podobno kot v edini raziskavi, opravljeni v Sloveniji do sedaj, v kateri 
so ravno tako zaznali nekoliko višji delež dečkov (103). Kljub temu pa ta odstotek ni 
bil statistično značilen. Zgodnja okužba je bila prisotna pri 41 %, pozna pa pri 59 % 
bolnikov, kar se ujema s podatki podobnih evropskih raziskav (191). Med našimi 
izolati je bilo več tistih, dobljenih pri donošenih otrocih in pri tistih, rojenih s porodno 
težo višjo od 2500 gramov. Delež teh izolatov je bil še izrazito večji, če smo se 
osredotočili samo na zgodnjo okužbo. Podatek je pričakovan, saj je okužba s SGB še 
vedno praviloma okužba donošenih otrok, ki se z bakterijo okužijo s prenosom od 
kolonizirane nosečnice. Po drugi strani je bilo med izolati, dobljenimi samo ob pozni 
okužbi, nekoliko več nedonošenih otrok in nekoliko več otrok, lažjih od 2500 gramov, 
pri čemer te razlike niso bile statistično značilne. Tudi ta podatek lahko razložimo z 
dejstvom, da je zgodnja okužba izrazito povezana s kolonizacijo nosečnice, medtem 
ko to pri pozni okužbi izgubi pomen, saj se ti otroci okužijo kasneje, bodisi že ob 
prihodu domov ali tudi nozokomialno v enotah intenzivne nege in terapije. 
Ocena incidence zgodnje in pozne okužbe SGB je bila mogoča samo na podlagi 
vzorcev iz let 2011 do 2018, saj glede na število dobljenih vzorcev iz tega obdobja 
lahko upravičeno sklepamo, da smo pridobili večino izoliranih invazivnih izolatov iz 
tega obdobja, tako da je ocena incidence verjetno podobna realnemu stanju. Pred 
letom 2011 smo imeli na voljo samo vzorce iz Celja in nekaj vzorcev iz Maribora, 
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tako da obdobja 2001 do 2010 nismo zajeli v oceno. Tako ocenjena incidenca 
invazivne neonatalne okužbe s SGB v Sloveniji znaša 0,47/1000 živorojenih otrok, 
kar je verjetno nekoliko podcenjeno glede na slovenske in svetovne podatke (13, 92, 
103). Oceni incidence zgodnje in pozne okužbe znašata 0,20/1000 oz. 0,27/1000 
živorojenih otrok, pri čemer je ocena incidence pozne okužbe glede na meta raziskave 
verjetno dokaj točna, medtem ko je incidenca zgodnje okužbe zaradi različne 
metodologije podcenjena (13). Glede na oceno, da je delež invazivnih izolatov, 
uporabljenih v naši raziskavi, predstavljal 42 % vseh primerov invazivne okužbe v 
Sloveniji, je to pomemben razlog, da je incidenca zgodnje okužbe podcenjena. Če bi 
iz naših podatkov oceno incidence preračunali na dejansko stanje, bi dobili rezultat 
okrog 0,47/1000 živorojenih otrok, kar je verjetno bliže resnici in se ujema s podatki 
iz edine slovenske raziskave (103). Glavni razlog za slabšo oceno incidence je v tem, 
da smo upoštevali samo mikrobiološko potrjene primere, ne pa tudi kliničnih primerov 
brez mikrobiološke potrditve, kot so to naredili v predhodni oceni (103). V tem 
primeru bi bila ocena incidence gotovo višja iz več razlogov: kliniki se včasih ob 
značilni klinični sliki sploh ne odločijo za odvzem vzorca, če je bila pred odvzemom 
vzorca že uvedena antibiotična terapija, so vzorci velikokrat mikrobiološko negativni, 
poleg tega pa je količina krvi, ki jo pri dojenčkih lahko odvzamemo za hemokulturo, 
včasih premajhna, da bi iz nje porasle bakterije. Problem ocenjevanja incidence samo 
glede na prisotnost invazivnih izolatov se pojavlja tudi drugod po svetu (14).  
Ne glede na absolutne številke pa lahko opazujemo trend incidence invazivne 
neonatalne okužbe s SGB skozi čas. Z izjemo manjšega porasta incidence v letu 2013 
so tako skupna kot tudi posamezni incidenci zgodnje in pozne okužbe precej stabilne 
in se z leti izrazito ne spreminjajo. To se ujema s podatki z Nizozemske, kjer 
neonatalno okužbo s SGB ravno tako preprečujejo z uporabo IAP na podlagi 
prisotnosti dejavnikov tveganja (17). Z veliko prospektivno študijo, ki je potekala 25 
let, so ugotovili, da se kljub uvedbi IAP incidenca SGB okužbe ni zmanjšala, temveč 
se je z leti celo povečala. V naši raziskavi smo sicer ravno tako opazili porast incidence 
med leti 2017 in 2018, vendar bi bil za jasnejše zaključke potreben daljši časovni 
trend. Eden izmed razlogov za vztrajanje incidence na bolj ali manj isti ravni kljub 
IAP bi bil lahko boljše prepoznavanje okužbe in nižji prag za odvzem vzorcev, s čimer 
lahko zaznamo več primerov okužbe, kot bi jih sicer. Drugi razlog bi bil lahko boljše 
preživetje nedonošenih otrok, ki so bolj nagnjeni k okužbi s SGB, vendar imajo ti 
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otroci kljub temu bolj pogosto prisotno okužbo z E. coli kot s SGB. Tretji in morda za 
našo raziskavo najbolj pomemben razlog, ki so ga navedli v nizozemski študiji, pa je 
bil porast števila okužb s hipervirulentnimi sevi SGB CC-17, kar smo statistično 
neznačilno opažali tudi v naši raziskavi (17). Ne nazadnje smo opažali tudi stabilno 
gibanje incidence pozne okužbe s SGB, kar se ujema z znanim dejstvom, da z IAP 
preprečujemo samo zgodnjo, ne pa tudi pozne okužbe s SGB.  
 
6.2 Občutljivost SGB za antibiotike 
 
V svetu še vedno velja, da je SGB 100 % občutljiv za penicilin, beta-laktamske 
antibiotike, kot so ampicilin in cefalosporini, in za vankomicin. V naši raziskavi nismo 
zaznali odpornosti proti penicilinu, ampicilinu ali vankomicinu ne v skupini 
invazivnih ne v skupini kolonizacijskih izolatov, kar so opažali že nekaj let poprej, ko 
so preučevali občutljivost kolonizacijskih izolatov v Sloveniji (94).  
So pa nedavno na Japonskem opisali seve z zmanjšano občutljivostjo za penicilin 
zaradi mutacij v tarčni beljakovini (89, 192). Zato smo ob določanju občutljivosti za 
penicilin in ampicilin izmerili tudi MIC za ta dva antibiotika, vendar nismo zaznali 
nobenega izolata s povišanim MIC za kateregakoli od testiranih antibiotikov. To je 
seveda razveseljiv podatek, saj je penicilin še vedno antibiotik izbire za IAP, ker 
učinkovito prehaja prek posteljice, ima ozek spekter delovanja in je stroškovno najbolj 
učinkovit. 
Po drugi strani smo zaznali okrog 20 % odpornost proti eritromicinu in klindamicinu, 
kar je skladno s podatki, ki smo jih imeli za kolonizacijske izolate v Sloveniji (94). 
Odpornost se ni pomembno razlikovala med invazivnimi in kolonizacijskimi izolati 
niti nismo zaznali časovnega trenda naraščanja odpornosti proti omenjenima 
antibiotikoma. Glede na to pa še vedno ne moremo priporočati klindamicina kot 
alternativnega antibiotika za IAP pri nosečnicah, alergičnih na penicilin in druge beta-
laktamske antibiotike brez dokazane občutljivosti izolata za klindamicin. V tem 
primeru se priporoča cefazolin, ki je antibiotik, ki je v Sloveniji najbolj razširjen za 
IAP (118). 
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Vsi izolati so bili občutljivi za levofloksacin in trimetoprim-sulfametoksazol, velika 
večina izolatov pa je bila odpornih proti tetraciklinu. Ti podatki so sicer zanimivi, 
vendar teh antibiotikov za preprečevanje in zdravljenje okužbe s SGB navadno ne 
uporabljamo. 
 
6.3 Primerjava klasičnih in molekularnih metod serotipizacije 
 
Še vedno najbolj razširjena metoda določanja serotipa SGB je klasična metoda z 
lateksno aglutinacijo. Z razvojem in vedno večjo cenovno dostopnostjo WGS, ki med 
drugim omogoča tudi določanje molekularnega serotipa z analizo lokusa cps, ki kodira 
kapsularni polisaharid, se je molekularna serotipizacija pojavila kot možna alternativa 
klasičnim metodam (11). 
V naši raziskavi smo želeli primerjati učinkovitost obeh metod serotipizacije. Pri štirih 
izolatih serotipa z molekularnimi metodami nismo mogli določiti. Klasično in 
molekularno določena serotipa sta se razlikovala pri 13 % izolatov, kar nakazuje dokaj 
visoko zanesljivost molekularnih metod serotipizacije, kar je spodbudno glede na 
vedno večjo razpoložljivost WGS in drugih molekularnih metod (181). Vse naše 
izolate smo lahko serotipizirali s klasičnimi metodami, kljub temu pa je velika 
prednost molekularnih metod v tem, da identificirajo gene, ki ob izražanju določajo 
fenotip. Na ta način molekularne metode omogočajo večjo diskriminacijo v 
epidemioloških študijah (193). 
Skupno smo med našimi izolati zaznali sedem različnih serotipov, pri čemer je bil s 
skoraj 60 % skupno daleč najpogostejši serotip III. To se popolnoma ujema s podatki 
meta-analiz, kjer so ravno tako opažali izrazito prevladovanje tega serotipa med izolati 
SGB (12, 13). Serotipu III so po pogostosti sledili serotipi V, Ia, Ib in II, kar se tudi 
ujema s podatki iz drugih evropskih držav (12). Serotip III je bil sicer najpogostejši 
tako v skupini invazivnih kot v skupini kolonizacijskih izolatov, vendar je bil 
statistično značilno povezan s skupino invazivnih izolatov, medtem ko je bil s skupino 
kolonizacijskih izolatov statistično značilno povezan serotip Ia.  
Povezava serotipa III z invazivnimi izolati ni presenetljiva, saj je ta serotip prepoznan 
kot glavni povzročitelj invazivne neonatalne okužbe, zlasti pa poznega tipa okužbe z 
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meningitisom (3, 6, 12, 13, 37). Kljub temu da je bil serotip Ia statistično značilno 
povezan s skupino kolonizacijskih izolatov, pa je še vedno največji delež s skoraj 40 
% v tej skupini predstavljal serotip III. To je predvsem pomembno z vidika pristopa k 
obravnavi koloniziranih nosečnic. Če bi se v skupini kolonizacijskih izolatov 
večinoma pojavljali serotipi ne-III, bi lahko upravičeno sklepali, da so nosečnice sicer 
kolonizirane, vendar je verjetnost neonatalne okužbe majhna in tako IAP niti ne bi 
bila potrebna. Tako pa ima, glede na naše podatke, skoraj vsaka druga do tretja 
nosečnica, ki je kolonizirana s SGB, veliko možnost prenosa okužbe na novorojenčka, 
pri čemer je večja tudi verjetnost razvoja invazivne neonatalne okužbe. Uporaba IAP 
pri koloniziranih nosečnicah je tako vsekakor nujno potrebna. Velja pa tudi razmisliti 
o univerzalnem ugotavljanju kolonizacije, saj ob podatkih, da je prevalenca 
kolonizacije v Sloveniji okrog 17 %, lahko sklepamo, da je največ koloniziranih 
nosečnic koloniziranih s potencialno precej patogenim sevom SGB. Glede na število 
porodov v Sloveniji vsako leto lahko torej sklepamo, da pri okrog 1500 nosečnic letno 
v Sloveniji obstaja možnost razvoja invazivne neonatalne okužbe s SGB, kar pa ni več 
zanemarljivo niti ne postavlja pod vprašaj stroškovne učinkovitosti uvedbe 
univerzalnega presejanja. 
Poznavanje razporeditve in deležev posameznih serotipov znotraj države pa je 
pomembno tudi pri načrtovanju potencialne uvedbe cepljenja proti SGB. V razvoju so 
številna cepiva, ki večinoma vsebujejo različne kombinacije polisaharidnih 
kapsularnih antigenov (194). S poznavanjem razporeditve in pogostosti posameznih 
serotipov bi se v prihodnosti lahko bolj učinkovito odločili za izbiro najprimernejšega 
cepiva in hkrati preprečili selekcioniranje drugih serotipov, ki v cepivu ne bi bili zajeti. 
 
6.4 Genetska opredelitev izolatov SGB 
 
Izolati v naši raziskavi so bili genetsko precej raznoliki, saj smo prepoznali 28 MLST 
sekvenčnih tipov (ST), od katerih 9 do sedaj še ni bilo opisanih. Pričakovano je bila 
variabilnost ST višja v skupini kolonizacijskih izolatov. Kljub tej raznolikosti je 
večina izolatov pripadala petim glavnim klonskim kompleksom (CC), in sicer CC-1, 
CC-12, CC-17, CC-19 in CC-23. To se povsem ujema s podatki tujih študij, ki so 
ugotavljale prisotnost teh CC pri neonatalnih okužbah (17). Poleg teh petih glavnih 
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CC smo med našimi invazivnimi izolati zaznali 4 izolate, ki so pripadali drugim CC, 
kar pa je verjetno bolj izjema kot pravilo oz. so ti CC precej sorodni 5 glavnim. Tudi 
med kolonizacijskimi izolati je bilo večinoma prisotnih samo teh 5 glavnih CC, z 
nekoliko drugačnimi deleži razporeditve med posameznimi CC. 
CC-17 sam je vseboval več kot polovico vseh opredeljenih izolatov, med katerimi je 
bila večina serotipa III, od tega vsi invazivni izolati, medtem ko sta dva kolonizacijska 
izolata CC-17 pripadala serotipu IV. Tudi sicer je večina izolatov serotipa III pripadala 
CC-17, s posameznimi izolati iz obeh skupin, ki so pripadali CC-19 in CC-23. CC-17 
je bil statistično značilno povezan z invazivnimi izolati, kar se ujema s podatki iz 
literature, kjer opisujejo hipervirulenco tega CC in zlasti njegovo zmožnost 
povzročanja meningitisa in torej pozne okužbe (26, 38, 177). Tudi pri naših invazivnih 
izolatih smo opazili statistično značilno pogostejše pojavljanje CC-17 kot 
povzročitelja pozne okužbe s SGB.  
Zanimiv je tudi časovni trend pogostosti okužb s CC-17, ki smo ga opazili med našimi 
invazivnimi izolati. Če smo izolate razdelili v dve časovni obdobji, in sicer na obdobje 
do leta 2011 in na obdobje od leta 2012, je bil opazen sicer statistično neznačilen, pa 
vendar dokaj očiten časovni trend k večji prevalenci okužb s CC-17 v obdobju po letu 
2012. Eden izmed razlogov za ta pojav je gotovo lahko ta, da pred letom 2011 nismo 
imeli na voljo vzorcev iz Ljubljane, tako da je bilo absolutno število vzorcev, s katerim 
smo razpolagali, neenakomerno razporejeno med obe časovni obdobji. Kljub temu bi 
pričakovali, da bi se ob večjem številu vzorcev, ki so bili na voljo po letu 2011, 
morebitne napake bolj enakomerno porazdelile in ne bi opazili tako izrazitega 
prevladovanja posameznega CC. Ob večjem številu vzorcev iz zgodnjega obdobja bi 
tako lahko pričakovali celo, da bi bil ta časovni trend v tem primeru statistično 
značilen. Vsekakor pa se sum na porast okužb s CC-17 skozi čas ujema s podatki zlasti 
z Nizozemske, kjer so opazili izrazit trend večanja števila okužb s hipervirulentnimi 
sevi SGB CC-17 (17). 
Kljub temu da je bila razporeditev kolonizacijskih izolatov med različne CC nekoliko 
bolj enakomerna kot v skupini invazivnih izolatov, pa je še vedno tretjina vseh 
kolonizacijskih izolatov pripadala CC-17. Tudi ta fenomen so opažali že drugod po 
svetu (37). To je seveda pomembno z vidika ugotavljanja kolonizacije nosečnic in 
uporabe IAP. Glede na naše podatke obstaja kar pri tretjini koloniziranih nosečnic 
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možnost, da brez IAP na otroka prenesejo hipervirulentni sev SGB, za katerega vemo 
tudi, da vsebuje izrazito nagnjenost k povzročanju okužb centralnega živčevja. V tem 
primeru se seveda postavlja pod vprašaj smiselnost ugotavljanja kolonizacije samo na 
podlagi dejavnikov tveganja. Glede na to, da je potencialno ogrožena kar tretjina vseh 
otrok koloniziranih nosečnic, bi bila gotovo bolj smiselna in nedvomno tudi 
stroškovno bolj učinkovita uvedba univerzalnega ugotavljanja okužbe s SGB pri 
nosečnicah. Po drugi strani pa bi bilo potrebno razmisliti tudi o določanju klonskega 
kompleksa ob opredelitvi kolonizacije s SGB in nato selektivno ponuditi IAP samo 
nosečnicam, koloniziranim s SGB CC-17. To pa seveda stroškovno ni več učinkovito, 
saj so molekularne metode, kljub njihovi dostopnosti, še vedno precej drage, pa tudi 
zamudne in zahtevne za izvedbo. Zaenkrat tudi po svetu še ne poročajo o določanju 
CC in uporabi IAP glede na tovrstne rezultate. 
 
6.4.1 Analiza lokusa CRISPR1 in njegova uporabnost za tipiziranje in 
subtipiziranje 
 
Analizo lokusa CRISPR1 smo opravili pri večini naših izolatov. Število in dolžina 
presledkov sta dobro korelirala z do sedaj objavljenimi podatki (40, 43). Izolati CC-
17 so imeli najkrajše lokuse CRISPR1 z najnižjim številom presledkov, kar govori v 
prid dejstvu, da je genom klona CC-17 genetsko precej stabilen z malo regijami, 
nagnjenimi k rekombinacijam. 
Med glavnimi klonskimi kompleksi smo lahko na podlagi vključitve 2-4 presledkov 
končnega dela v profil lahko razlikovali kar precejšnje število edinstvenih podtipov. 
Z vključitvijo dodatnih presledkov bi seveda diskriminacijsko moč lahko močno 
povečali. Z našo analizo smo ugotovili, da je razporeditev značilnih položajev 
presledkov na končnem delu precej specifična za klonski kompleks in sekvenčni tip. 
To pomeni, da bi iz profila CRISPR1 lahko sklepali na MLST tip izolatov. Seveda še 
vedno opažamo številna prekrivanja in napačne klasifikacije, vendar bi z 
izpopolnitvijo metode to gotovo lahko izboljšali. 
Z našo analizo smo tako potrdili najdbe nedavne raziskave, da je razporeditev 
presledkov na končnem delu matrike CRISPR specifična za CC in bi jo lahko 
uporabili za tipiziranje in subtipiziranje izolatov SGB (22). 
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6.5 Opredelitev virulentnih dejavnikov SGB 
 
Pri vseh naših izolatih SGB smo s pomočjo genomov, pridobljenih z WGS, opredelili 
vse glavne gene in lokuse za površinske proteine in virulentne dejavnike, ki so po 
podatkih iz literature najbolj pomembni za invazivnost in patogenezo SGB (47). 
Hipervirulentni adhezin A (HvgA) omogoča kolonizacijo prebavnega trakta in 
kasnejšo translokacijo prek črevesne in krvno-možganske pregrade in na ta način 
pomembno prispeva k meningealnemu tropizmu SGB (47). Dve tretjini invazivnih in 
ena tretjina kolonizacijskih izolatov v naši raziskavi je imela gen hvgA. Od tega so 
skoraj vsi invazivni in velika večina kolonizacijskih izolatov serotipa III imeli ta gen, 
so pa vsi izolati, ki so bili molekularno opredeljeni kot ST17, imeli gen hvgA. Že nekaj 
časa je znano, da zlasti med izolati, ki povzročajo pozno okužbo in meningitis, izrazito 
prevladujejo izolati ST17, ki imajo vsi gen hvgA (63). Z našo analizo smo potrdili 
najdbe, da imajo vsi izolati ST17 gen hvgA in tako predstavljajo grožnjo za razvoj 
resnejše okužbe s SGB. 
Pri kolonizaciji s SGB ključno vlogo igrajo fimbrije, ki omogočajo adhezijo, 
sodelujejo pa tudi pri izogibanju delovanja prirojene imunosti (47). Opisanih je bilo 
več različic genov za fimbrijske otoke. Pri vseh naših izolatih, tako invazivnih kot 
kolonizacijskih, smo zaznali prisotnost gena za vsaj en fimbrijski otok (PI), o čemer 
so nedavno tudi poročali (195). Med invazivnimi izolati je bila najpogostejša 
kombinacija PI-1 in PI-2b. Vsi izolati s to kombinacijo genov so pripadali serotipu III 
in se razvrščali v CC-17. Raziskave so pokazale, da prisotnost PI-2b močno prispeva 
k virulentnosti že tako hipervirulentnega klona CC-17, saj pomaga pri prehajanju 
preko krvno-možganske pregrade (68). Razporeditev kombinacij genov za PI je bila 
nekoliko bolj enakomerna med kolonizacijskimi izolati, kar zopet govori v prid 
dejstvu, da so invazivni izolati, zlasti izolati, ki pripadajo hipervirulentnemu klonu 
CC-17, našli optimalno kombinacijo genov za invazivnost in preživetje in niso več 
podvrženi takšnemu številu sprememb genetskega materiala kot kolonizacijski izolati. 
Predvsem PI-2b naj bi igral pomembno vlogo pri patogenezi invazivne okužbe, kar se 
ujema z našimi podatki, saj je skoraj 70 % invazivnih izolatov vsebovalo gen za PI-
2b v primerjavi z le 30 % kolonizacijskih izolatov (47, 68). 
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Pri SGB sta opisani dve različici glikoproteina s ponovitvami, bogatimi s serinom, in 
sicer Srr-1 in Srr-2. Obe različici naj bi sodelovali pri invaziji v žilni endotelij, medtem 
ko naj bi Srr-1 sodeloval pri vzpostavitvi kolonizacije (47, 55, 56). To se povsem 
ujema z našimi rezultati, saj je bil gen srr-1 izrazito pogosteje prisoten v skupini 
kolonizacijskih izolatov, saj sta ga imeli kar dve tretjini teh izolatov. Po drugi strani 
je bil gen srr-2 statistično značilno pogostejši v skupini invazivnih izolatov, saj je bil 
prisoten pri kar dveh tretjinah teh izolatov. Vsi invazivni, ravno tako pa tudi vsi 
kolonizacijski izolati, ki so imeli gen srr-2, so se razvrstili v CC-17. To se ujema z 
rezultati raziskave, ki je pokazala, da je Srr-2 eden izmed dejavnikov, ki prispeva k 
hipervirulentnosti klona CC-17 in se pojavlja samo pri tem klonu (196). Srr-2 naj bi 
bil namreč faktor, ki najbolj prispeva k adheziji SGB na gostiteljske celice in tako 
predstavlja prvi korak pri razvoju invazivne okužbe. Po drugi strani so avtorji 
omenjene raziskave predpostavili tudi vlogo Srr-2 pri izogibanju delovanja imunskega 
sistema, saj naj bi Srr-2 stimuliral fagocitozo bakterije z makrofagi, hkrati pa povečal 
verjetnost znotrajceličnega preživetja bakterije. Na ta način bi SGB torej lahko izrabil 
makrofage za transport preko krvno-možganske pregrade in še povečal možnost za 
invazivno okužbo in meningitis (196). Med našimi kolonizacijskimi izolati jih je kar 
tretjina imela srr-2, kar se ujema z ostalimi podatki, s katerimi smo ugotovili, da 
približno tretjina kolonizacijskih izolatov pripada hipervirulentnemu klonu CC-17 in 
vsebuje tudi za ta klon značilne gene za virulentne dejavnike. Tako vsi ti 
kolonizacijski izolati v pravih pogojih predstavljajo možnost razvoja invazivne 
okužbe pri novorojenčku in zopet pod vprašaj postavljajo ugotavljanje kolonizacije in 
uvedbo IAP samo na podlagi dejavnikov tveganja. 
Različici proteina, ki veže fibrinogen FbsA in FbsB, omogočata bakteriji vezavo na 
fibrinogen. FbsA na ta način večinoma prispeva k adherenci, FbsB pa je potreben za 
vdor v gostiteljske celice (53, 54). Med našimi izolati le 7 izolatov ni imelo nobene 
od različic genov fbsA ali fbsB, od tega en invazivni in šest kolonizacijskih. Po 
podatkih raziskav naj bi imeli izolati brez genov za katerokoli od različic proteinov 
Fbs izrazito zmanjšano sposobnost vezave in s tem manjši invazivni potencial, kar bi 
pojasnilo, zakaj je pri skoraj vseh invazivnih izolatih prisotna vsaj ena različica gena 
(54, 197). Pri vseh ostalih izolatih so bile prisotne različne kombinacije genov, 
največkrat pa so vsebovali tako gen fbsA kot gen fbsB. Zanimivo je, da je bil pri vseh 
izolatih CC-17 prisoten gen fbsA, ni pa bil prisoten pri nobenem izolatu CC-19. 
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Izrazita prevlada izolatov z geni za obe različici proteinov FbsA in FbsB se ujema s 
podatki in vitro raziskav vezave SGB na fibrinogen, kjer so zaključili, da večina sevov 
za učinkovito vezavo na fibrinogen potrebuje tako prisotnost FbsA kot FbsB (197). 
Tudi glede na te podatke ni presenetljivo, da je skoraj 85 % vseh naših invazivnih 
izolatov vsebovalo gena tako za protein FbsA kot protein FbsB. 
Proteini, podobni alfa (Alp), predstavljajo skupino adhezinov, ki so kodirani z več 
različicami genov, katerih razporeditev predstavlja eno izmed epidemioloških 
značilnosti lokalnih izolatov SGB (102). Med našimi izolati je prevladoval gen rib, ki 
je bil prisoten pri 75 % invazivnih izolatov in pri nekoliko manj kot polovici 
kolonizacijskih izolatov. Izraziteje je bil povezan tudi z izolati, ki so se razvrščali v 
CC-17. Povezavo določenih različic proteinov Alp s specifičnimi serotipi in CC so 
opažali tudi v drugih raziskavah, čeprav niso bile statistično značilne (73). Morda 
najpomembnejše opažanje v naši raziskavi pa je bilo, da le eden izmed naših izolatov, 
in sicer eden izmed izolatov invazivne skupine, ni vseboval nobene od različic genov 
za proteine Alp. Opažanje je pomembno, ker so proteini Alp eni izmed možnih 
kandidatov za razvoj cepiva proti SGB (198). Glede na to, da so praktično vsi izolati 
vsebovali vsaj eno izmed različic gena za proteine Alp, lahko upravičeno sklepamo, 
da so ti proteini eni izmed resnih kandidatov za razvoj cepiva, saj tudi niso tako 
specifično povezani z določenim serotipom. 
SGB peptidaza C5a (ScpB) sodeluje pri vezavi bakterije na fibronektin, obenem pa 
onemogoča delovanje imunskega sistema s cepljenjem in aktivacijo komponente 
komplementa C5a (47). Prisotnost gena scpB smo zaznali pri vseh naših izolatih z 
izjemo enega kolonizacijskega izolata, kar je primerljivo z objavljenimi podatki (199). 
Protein, ki veže laminin (Lmb), je eden izmed adhezinov, ki naj bi bil izrazito 
pomemben pri tropizmu SGB za centralni živčni sistem (47). Prisotnost gena lmb smo 
zaznali pri vseh naših izolatih z izjemo dveh kolonizacijskih. Zanimivo je, da podatki 
kažejo, da se gena scpB in lmb nahajata na sestavljenem transpozonu (47). Prisotnost 
tega transpozona naj bi bila tesno povezana s sposobnostjo SGB, da kolonizira 
površine sluznic pri človeku. Podatki namreč kažejo, da bovini sevi SGB teh genov 
praktično ne vsebujejo, medtem ko je prisotnost obeh genov pri človeških invazivnih 
in kolonizacijskih izolatih praktično 100 %, kar se ujema z našimi podatki (62, 200). 
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Gen za β-antigen proteina C (bac) je bil prisoten pri le 10 % invazivnih in 17 % 
kolonizacijskih izolatov, vendar skoraj izključno pri izolatih CC-12, ki so večinoma 
pripadali serotipu Ib ali II, kar se ujema z objavljenimi podatki (199). 
Eden izmed pomembnih posrednikov vezave SGB na zunajcelični matriks je tudi 
imunogeni bakterijski adhezin streptokoka skupine B (BibA). Omogočal naj bi tudi 
izogibanje imunskemu sistemu z motnjo delovanja klasične poti komplementa in 
opsono-fagocitne aktivnosti nevtrofilcev (201, 202). Znotraj sevov SGB naj bi bil 
precej ohranjen, zato ni presenetljivo, da so vsi naši izolati z izjemo enega invazivnega 
in enega kolonizacijskega vsebovali gen bibA (202). Pri analizi gena smo zaznali 5 
različnih alelov, kar je pomembna nova najdba, saj so do sedaj opisovali samo 4 
različice alela (69, 201, 202).  
Naša raziskava je časovno sovpadala z alarmantnim poročilom iz Združenih držav 
Amerike in z Irske, od koder so poročali o krožečih sevih z delecijami v diagnostični 
regiji cfb, ki je tarča enega izmed komercialno dostopnih diagnostičnih testov, ki 
uporablja metodo pomnoževanja nukleinskih kislin (184). Ti testi so uporabni tudi za 
ugotavljanje kolonizacije pri nosečnicah. Med našimi izolati nismo zaznali nobene 
podobne delecije, saj so vsi izolati vsebovali nemutirano različico gena s precej 
ohranjenim zaporedjem. Kljub temu pa so potrebne nadaljnje raziskave za oceno 
diagnostičnega tveganja in morebitnih ostalih implikacij. 
 
6.5.1 Klonski kompleks CC-17 je genetsko homogena skupina 
 
Glede na vse gene za virulentne dejavnike, ki smo jih v naši raziskavi analizirali, lahko 
zaključimo, da so izolati CC-17 in predvsem sekvenčnega tipa ST17 genetsko 
homogena skupina, ki vsebuje značilen vzorec genov za virulentne dejavnike. Naši 
izolati ST17 so večinoma vsebovali gene hvgA, srr-2, fbsA, fbsB, rib, C5a, lmb, bibA, 
sip in cfb, medtem ko je bila med kombinacijami genov za fimbrijske otoke najbolj 
značilna PI-1&PI-2b. Ta genetska homogenost in značilen vzorec genov za virulentne 
dejavnike poveča invazivnost teh izolatov in igra pomembno vlogo pri patogenezi 
invazivne neonatalne okužbe s SGB (191). 
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V naši raziskavi je kar 70 % invazivnih izolatov pripadalo CC-17. Ker pa je 30 % 
invazivnih izolatov pripadalo drugim klonskim kompleksom, smo želeli izvedeti, ali 
je pri njih prisoten določen virulentni dejavnik oz. kombinacija le-teh, ki bi lahko 
razložila njihovo invazivnost. Ugotovili smo sicer, da so vsi invazivni izolati, ne glede 
na to, kateremu klonskemu kompleksu pripadajo, izrazito homogeni, saj so praktično 
vsi izolati enega klonskega kompleksa vsebovali enako kombinacijo genov za 
virulentne dejavnike. Zanimivo pa je, da so bili prav za vse virulentne dejavnike, ki 
smo jih opredelili, pri ostalih klonskih kompleksih prisotni povsem drugi aleli kot pri 
CC-17. Tako smo ugotovili, da so izključno za invazivne izolate CC-17 značilni 
kombinacija genov za fimbrijske otoke PI-1&PI-2b, alel 1 scpB, alel 4 fbsA, alel 1 
bibA ter prisotnost genov srr-2 in hvgA, kar so pokazali tudi v drugih študijah (55, 
63).  
Samo s prisotnostjo genov za virulentne dejavnike torej ne moremo razložiti 
invazivnosti nekaterih izolatov, ki ne pripadajo klonu CC-17. Za njihovo invazivnost 
bi lahko bil odgovoren virulentni dejavnik, ki ga nismo opredelili oz. ga še ne 
poznamo, lahko pa da je prav kombinacija virulentnih dejavnikov tista, ki jim 
omogoča invazivnost. Obstaja pa tudi možnost, da je invazivnost teh izolatov 
omogočila kombinacija lastnosti izolata, dovzetnosti gostitelja in pogojev v okolju, 
česar pa z našo raziskavo nismo opredeljevali. Vsekakor pa lahko ugotovimo, da so 
prav vsi invazivni izolati enega klonskega kompleksa genetsko izrazito homogeni, kar 
nakazuje na to, da so skozi evolucijo verjetno razvili optimalno kombinacijo 
dejavnikov za kolonizacijo in preživetje. 
 
6.5.2 Omejitve tovrstne opredelitve virulentnih dejavnikov 
 
Za analizo genov za virulentne dejavnike med našimi izolati smo uporabili podatke, 
ki smo jih dobili z WGS. Na ta način smo sicer lahko dobro ocenili, kateri geni so 
prisotni pri posameznih izolatih in kako se razporejajo med različnimi klonskimi 
kompleksi, vendar nam to malo pove o dejanskem stanju. Da bi lahko sklepali, koliko 
so posamezni virulentni dejavniki dejansko prisotni pri izolatih, bi seveda morali 
analizirati izražanje genov in dejansko prisotnost njihovih produktov med izolati, kar 
pa je bilo izven dometa in obsega naše raziskave. Kljub temu pa lahko upravičeno 
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sklepamo, da prisotnost določenih genov vsaj nakazuje na značilen vzorec virulentnih 
dejavnikov in tudi s pomočjo tega razložimo izrazito hipervirulentnost izolatov SGB 
CC-17, ki so tudi med našimi izolati povzročali največ primerov invazivne neonatalne 
okužbe. 
Druga omejitev tovrstne analize pa je seveda ta, da pri patogenezi ne upošteva 
dejavnikov gostitelja. Do sedaj še ni povsem znano, kateri gostitelji so bolj nagnjeni 
k okužbam in zakaj. Tudi če sevi imajo in izražajo optimalno kombinacijo virulentnih 
dejavnikov, je razvoj invazivne okužbe gotovo odvisen tudi od specifičnih značilnosti 
gostitelja in njegovega imunskega sistema. Tovrstne raziskave so nedvomno zanimive 
in potrebne, vendar presegajo obseg naše raziskave. Kljub vsemu lahko zaključimo, 
da izolati klonskega kompleksa CC-17 predstavljajo skupino, ki se je izrazito 
prilagodila in optimizirala za povzročanje invazivne neonatalne okužbe s SGB. 
 
6.6 Filogenetska opredelitev izolatov SGB 
 
Z izdelavo filogenetskih dreves smo lahko bolje predstavili genetsko in epidemiološko 
sorodnost posameznih izolatov SGB. Glavni in najštevilčnejši klad v drevesu so 
predstavljali izolati CC-17, ki so večinoma pripadali serotipu III in so izhajali iz 
skupine invazivnih izolatov. Iz filogenetskih dreves je bila razvidna tudi izrazita 
homogenost genov za površinske in virulentne dejavnike.  
Na ta način smo lahko prikazali, da je genom klona CC-17 precej enoten in vsebuje 
zelo malo mest, ki bi bila nagnjena k rekombinacijam. Stabilnejši genetski material 
teh izolatov kaže, da je ta klon že prestal selekcijo najprimernejše genetske sestave za 
preživetje in virulenco. Vsi ostali sevi, ki ne pripadajo CC-17, so precej nagnjeni k 
rekombinacijam, kar je dobro razvidno iz našega filogenetskega drevesa in poudarja 
pomen horizontalnega prenosa genov v evoluciji SGB (101). Po drugi strani je vzrok 
za manjšo nagnjenost CC-17 k rekombinacijam lahko tudi zmanjšana sposobnost 
izolatov tega klona za privzem tuje DNA. Tudi združevanje drugih CC je lahko 
posledica artefakta ob analizi rezultatov, tako da z gotovostjo ne moremo sklepati o 
evoluciji klona CC-17 v primerjavi z ostalimi kloni. Kljub vsemu pa lahko sklepamo, 
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da je klon CC-17 precej homogen, kar vsekakor nakazuje, da je verjetno uspel najti 
najugodnejšo kombinacijo lastnosti za preživetje in invazivnost. 
Z osredotočenjem na CC-17 smo na filogenetskem drevesu uspeli predstaviti tudi 
časovno evolucijo izolatov CC-17 med leti 2011 in 2018. Prisotna je stabilna 
akumulacija SNP med leti 2011 in 2018, kar bi lahko nakazovalo na stabilno evolucijo 
hipervirulentnega klona SGB CC-17, verjetno povezano z mutacijami na ključnih 
mestih v genomu (203). 
 
6.7 Povzetek glavnih najdb in pogled v prihodnost 
 
S podatki iz naše raziskave, ki predstavlja prvo genetsko opredelitev izolatov SGB v 
Sloveniji, smo potrdili hipoteze, ki smo si jih zastavili pred pričetkom raziskave. 
Pokazali smo, da so invazivni izolati SGB genotipsko homogena skupina, delež 
posameznih podskupin izolatov pa je podoben kot drugod po Evropi. Kot predvideno, 
med invazivnimi izolati SGB v neonatalnem obdobju prevladujejo izolati serotipa III 
klonskega kompleksa CC-17, opazen pa je tudi porast deleža okužb, povzročenih s 
CC-17 skozi čas. Potrdili smo, da so izolati SGB serotipa III CC-17 prisotni tudi v 
skupini kolonizacijskih izolatov, vendar v statistično značilno manjšem deležu. 
Pokazali smo, da se izolati, ki povzročajo zgodnjo oz. pozno okužbo, med seboj 
genotipsko razlikujejo, z izrazitim prevladovanjem izolatov CC-17 med povzročitelji 
pozne okužbe. Potrdili smo tudi, da je pri invazivnih izolatih prisoten drugačen spekter 
genov za virulentne dejavnike kot pri kolonizacijskih izolatih.  
Glavna slabost naše raziskave je bila retrospektivnost, ki je predstavljala oviro 
predvsem pri opredelitvi kliničnih značilnosti bolezni. Izolate smo genotipsko zlahka 
opredelili, medtem ko je bila zaradi retrospektivnosti in zmanjšane razpoložljivosti 
ustreznih kliničnih podatkov korelacija s klinično sliko na ta način nekoliko otežena. 
Druga slabost je v tem, da smo virulentne dejavnike opredelili le glede na prisotnost 
genetskega zapisa za posamezne virulentne proteine. Samo prisotnost gena še ne 
pomeni, da se bo gen tudi izrazil in da bo bakterija izražala proteine, ki jih prištevamo 
med pomembne virulentne dejavnike. Kljub temu se naši podatki ujemajo z rezultati 
drugih raziskav, tako da lahko precej zanesljivo sklepamo o virulentnosti posameznih 
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sevov, vendar bi za zanesljive podatke seveda morali opraviti še raziskave o izražanju 
genov. Tretja pomanjkljivost, ki je povezana z virulentnostjo sevov, pa se dotika 
vpliva gostiteljevih dejavnikov in okolja na invazijo in patogenezo bakterije. Kljub 
optimalnemu vzorcu virulentnih dejavnikov je lahko razvoj okužbe otežen zaradi 
določenih gostiteljevih dejavnikov in dejavnikov okolja. In nasprotno, določeni sevi 
z manj optimalnimi virulentnimi dejavniki lahko v dovzetnem gostitelju ravno tako 
povzročijo hudo okužbo kot bolj invazivni sevi. Vpliv gostiteljevih dejavnikov na 
razvoj okužbe je gotovo pomemben del preučevanja okužb s SGB in zahteva nadaljnje 
raziskave, ki pa so presegale obseg naše študije. 
Naša raziskava je pomembna, saj predstavlja prvo tako obsežno genetsko opredelitev 
invazivne neonatalne okužbe s SGB v Sloveniji. Do te raziskave nismo imeli podatkov 
o deležih posameznih serotipov SGB med povzročitelji okužbe v Sloveniji in nismo 
vedeli, kakšna je razporeditev invazivnih ali kolonizacijskih izolatov glede na različne 
klonske komplekse. S pomočjo te raziskave imamo zdaj zbrane podatke o celotnem 
genetskem zapisu za 114 invazivnih in 71 kolonizacijskih izolatov SGB v Sloveniji, 
kar predstavlja neprecenljiv vir podatkov za vse prihodnje raziskave na temo 
invazivne neonatalne okužbe s SGB. V prihodnje bi bile gotovo zanimive raziskave o 
izražanju genov za virulentne dejavnike in o interakciji različnih izolatov z imunskim 
sistemom gostitelja.  
Raziskava je pomembna tudi z vidika vpeljave sprememb v sedanjo shemo 
ugotavljanja kolonizacije nosečnic s SGB. Z našo raziskavo smo pokazali, da kar 
tretjino vseh kolonizacijskih izolatov predstavljajo hiperinvazivni izolati CC-17. Če 
te podatke ekstrapoliramo na slovensko populacijo, to pomeni, da je okrog 1500 
slovenskih novorojenčkov vsako leto izpostavljenih potencialni okužbi z močno 
invazivno bakterijo. Te številke pa seveda niso več zanemarljive, saj predstavljajo 
skoraj 10 % vseh slovenskih novorojenčkov v enem letu. Glede na tako alarmantne 
številke bi bila gotovo smiselna ponovna razprava o uvedbi univerzalnega 
ugotavljanja kolonizacije nosečnic s SGB in o dosledni uporabi IAP pri koloniziranih 
nosečnicah. Glede na izrazito povezanost CC-17 z invazivno, zlasti pa s pozno okužbo 
s SGB, pa bi bilo verjetno dobro razmisliti o smiselnosti ugotavljanja klonskega 
kompleksa med kolonizacijskimi izolati. Do sedaj poročil iz drugih držav o tem še ni, 
z vedno večjo dostopnostjo in preprostostjo uporabe molekularnih metod pa verjetno 
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ni daleč dan, ko bomo lahko določali genetske značilnosti izolatov v diagnostične 
namene in na ta način še izboljšali smotrno rabo antibiotikov. V pomoč pri odkrivanju 
kolonizacije oziroma okužbe s hipervirulentnim izolatom SGB pa bi nam bilo lahko 
tudi dejstvo, da je pri vseh izolatih, ki pripadajo CC-17, prisoten gen hvgA, medtem 
ko pri invazivnih izolatih drugih klonov ta gen ni bil prisoten. Tako bi lahko relativno 
preprosto z metodo PCR določili prisotnost tega gena pri konkretnem izolatu in na ta 
način ocenili, ali je nosečnica kolonizirana s potencialno nevarnim izolatom SGB in 
je pravočasna in dosledna uporaba IAP še toliko bolj pomembna. 
Ne nazadnje je poznavanje natančne epidemiologije pomembno tudi za morebitno 
vpeljavo cepljenja proti SGB. V svetu že potekajo raziskave najprimernejših cepiv, ki 
vsebujejo različne kombinacije antigenov. Zdaj, ko poznamo, kakšne so 
epidemiološke značilnosti SGB v Sloveniji, se bomo lahko laže odločili, katera 
kombinacija cepiva je za naše področje najprimernejša.
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7 ZAKLJUČKI 
 
Pričujoča prva genetska opredelitev izolatov SGB v Sloveniji kaže, da krožeči 
invazivni in kolonizacijski izolati pripadajo omejenemu številu genetskih linij. 
Najpogostejši krožeči izolat in glavni povzročitelj invazivne neonatalne okužbe je 
hipervirulentni klonski kompleks CC-17, za katerega je značilna izrazita genetska 
homogenost in prisotnost značilnega vzorca genov za virulentne dejavnike.  
Z našo raziskavo smo zbrali podatke o popolnem zaporedju genomov za 185 
slovenskih izolatov SGB, ki bodo predstavljali osnovo za vse nadaljnje raziskave 
invazivne neonatalne okužbe s SGB v Sloveniji. Uvedba stalnega genetskega nadzora 
nad okužbami s SGB bo ključna za analizo epidemiologije SGB in promocijo uvedbe 
univerzalnega ugotavljanja kolonizacije s SGB v nosečnosti v Sloveniji. Preučiti pa 
bo potrebno tudi obstoječe diagnostične protokole in razmisliti o morebitni uvedbi 
novih metod, kot so določanje klonskega kompleksa ali prisotnosti določenih genov 
za virulentne dejavnike. 
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